Étude d'une nouvelle classe de métallochaperons impliqués dans la résistance à l'intoxication par les métaux chez Mycobacterium tuberculosis by Boudehen, Yves-Marie
THÈSE
En vue de l’obtention du
DOCTORAT DE L’UNIVERSITÉ DE TOULOUSE
Délivré par l'Université Toulouse 3 - Paul Sabatier
 
Présentée et soutenue par
Yves-Marie BOUDEHEN
Le 16 octobre 2020
Étude d'une nouvelle classe de métallochaperons impliqués dans
la résistance à l'intoxication par les métaux chez Mycobacterium
tuberculosis
Ecole doctorale : BSB - Biologie, Santé, Biotechnologies
Spécialité : MICROBIOLOGIE
Unité de recherche :




Mme Hilde DE REUSE,  Rapporteure
M. Pascal ARNOUX,  Rapporteur
M. Laurent KREMER,  Examinateur
M. Matthieu ARLAT,  Examinateur
M. Olivier NEYROLLES,  Examinateur










Metals are essential trace elements for all living organisms yet their accumulation is toxic and 
causes deleterious effects. Immune cells have many mechanisms for the elimination of 
pathogens. In particular, they are capable of manipulating intracellular metal concentrations, 
and can poison them by confining them into specialized cell compartments enriched in metals 
such as copper or zinc. Resistance to intoxication by transition metals has emerged as an 
important virulence feature of bacterial pathogens. In the major human pathogen 
Mycobacterium tuberculosis, resistance to zinc is mediated by the P-type ATPase efflux pump 
CtpC. The ctpC gene is located in operon with Rv3269, a gene encoding a 93-amino acids 
protein of unknown function. The main objective of my thesis focused on the involvement of 
Rv3269 in zinc resistance and its relationship with CtpC. Using molecular genetic and 
biochemical approaches, my thesis work demonstrated that Rv3269 is a novel membrane-
bound zinc-binding protein necessary for zinc resistance in M. tuberculosis. Rv3269 and CtpC 
co-localize in functional membrane microdomains (FMMs) in M. tuberculosis, and Rv3269 
contains motifs typical of prokaryotic flotillin (FloT)-like scaffold proteins that are involved in 
FMM assembly. Genetic disruption of the transmembrane domain, of the zinc-binding domain 
or of the FloT-like motifs in Rv3269 renders M. tuberculosis highly sensitive to zinc. Similar 
Rv3269-ctpC-like tandems are present in the genome of other bacteria. Thus, Rv3269 defines 
an unprecedented class of metallochaperone scaffold-like proteins dedicated to P-ATPase-







Les métaux sont des oligo-éléments essentiels pour tous les organismes vivants, néanmoins 
leur accumulation est toxique et provoque des effets délétères. Les cellules immunitaires sont 
d e  de b e  e   i i a i  d age  a h g e . Ca able de manipuler 
les concentrations métalliques intracellulaires, elles peuvent en particulier les intoxiquer en les 
confinant dans des compartiments cellulaires spécialisés riches en métaux, comme le cuivre 
 e i c. La i a ce  i ica i  a  es métaux de transition est récemment apparue 
comme un des mécanismes importants de la virulence des bactéries pathogènes. Chez 
Mycobacterium tuberculosis, un pathogène majeur responsable de la tuberculose, la 
résistance au zinc est médiée par une pompe à eff , ATPa e de e P C C. Le g e ctpC 
se trouve en opéron avec Rv3269, un gène codant une protéine de 93 acides aminés de 
fonction inconnue. L bjec if i ci a  de a h e e  c ce   i ica i  de R 3269 
dans la résistance au zinc et sa relation avec CtpC. Par des approches de génétique 
moléculaire et biochimie, mes travaux de thèse ont permis de démontrer que Rv3269 est elle 
aussi nécessaire pour la résistance au zinc. Rv3269 contient un motif de fixation du zinc et est 
associée à la membrane cytoplasmique. Rv3269 et CtpC co-localisent dans des 
microdomaines membranaires fonctionnels dynamiques au sein de la membrane de M. 
tuberculosis et Rv3269 présente des motifs typiquement rencontrés chez les flotillines (FloT), 
des protéines organi a ice  de ic d ai e  e b a ai e  che  e  bac ie . L a a e 
génétique de Rv3269 a  e a a i  d  d ai e a e b a ai e, de  if  de 
type FloT ou du domaine de fixation du zinc ont toutes pour conséquence de rendre M. 
tuberculosis sensible au zinc. Deux autres P-ATPases de M. tuberculosis sont aussi associées 
à de petites protéines similaires à Rv3269. Ces petites protéines co-localisent avec Rv3269. 
U e a a e h g i e i di e e ce e d ga i a i  e  e  che  d autres 
espèces bactériennes. Nous proposons que Rv3269 est le premier exemple décrit d e 
nouvelle classe de métallocha e  ca ab e  d ga i e  de  a ef e  f c i e e  
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ADC : Albumine dextrose catalase 
ADN : acide désoxyribonucléique  
AG : arabinogalactane 
AGS/AGI : acide gras saturé/insaturé 
ALF : alveolar lining fluid  
AM : alveolar macrophage 
ARN : acide ribonucléique 
ARNt : ARN de transfert 
AT-I et AT-II : alveolar epithelial cells type I and II  
ATPBD : ATP binding domain 
BCG : Bacille de Calmette et Guerin 
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool 
CFP-10 : 10 kDa culture filtrate protein 
CFU : colony-forming unit 
CDF : cation diffusion facilitator  
CE : Esters de cholesterol 
CFP-10 : culture filtrate protein 10 
CLRs : C-type lectins receptors  
CMH : c e e aje  d hi c a ibi i  
CMI : concentration minimale inhibitrice 
Ct : cycle de seuil en qPCR 
DC : Dendritic Cell  
DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intercellular 
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin 
dif : deletion induced filamentation 
DIM : Phtiocerol dimycoserosates 
DOTS : Directly observed therapy short course 
DRM : detergent resistant membranes 
DUF : domain of unknown function 
EEA1 : Early endosome antigen 1 
EMB : éthambutal 
ESAT-6 : 6 kDa early secretory antigenic target 
ESX-1 : ESAT-6 secretion system 1 
Fcr : Immunoglobulin Fc receptor 
FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer 
GFP : green fluorescent protein 
GPI : glycosylphosphatidylinositol  
HDT : host-directed therapy  
HMBD : Heavy Metal Binding Domain 
IDR : intradermoréaction à la tuberculine 
IGRA : interferon gamma release assay  
IL : Interleukine 
IFN  : interféron gamma 
INH: isoniazide 
iNOS : Inducible nitric oxide synthase 
IRGM : Immunity-related GTPase M 
kb : kilobase 
kDa : kilodalton 
KO : knock-out 
LAM : lipoarabinomannane 
Ld : état fluide désordonné 
LM : lipomannane 
Lo : état fluide ordonné 
LT : lymphocytes T 
ManLAM : lipomannane cappé par des mannoses 
MBD : metal binding domain 
MBT : mycobactine 
cMBT : carboxy-mycobactine 
MCP-1 : Monocyte chimoattractant protein 1 
MDR : Multi-drug resistant 
MMF : microdomaine membranaire fonctionnel 
MR : Mannose receptor 
Mtb : Mycobacterium tuberculosis 
MTBC : Mycobacterium tuberculosis complex 
MyD88 : myeloid differenciation primary response 
protein 88 
NBD : nucleotide binding domain 
NLR : NOD-like receptor 
NO : oxyde nitrique 
NRAMP1: Natural resistance-associated 
macrophage protein 1 
OM : outer membrane 
OMS : Organisation mondiale de la sante 
PAMPs : Pathogen associated molecular pattern 
P-ATPase : ATPase de type P 
PCR : polymerase chain reaction 
PDIM : dimycocérosates de phthiocérol 
PE : Phosphatidylethanolamines 
PFA : paraformaldéhyde 
PHB : Prohibitin 
PG : peptidoglycane 
PI3K : Phosphatidylinositol-3-phosphate kinase 
PI3P : Phosphatidylinositol-3-phosphate  
PIM : phosphatidylinositol mannoside 
PRR : pattern recognition receptor  
PZA : pyrazinamide 
RT-qPCR : reverse transcription and quantitative 
PCR 
RND : resistance nodulation cell division  
Rpf : resuscitation-promoting factors  
SBP : substrate binding protein  
So : état solide ordonné 
TB : tuberculose 
TDM : dimycolates de tréhalose 
TDR : totally drug-resistant  
TLR : toll-like receptor 
TM, TMD : domaine transmembranaire 
TMM : monomycolates de tréhalose 
TNF: tumor necrosis factor  
XDR : extensively drug-resistant 
VIH : virus de l immunodéficience humaine 
WT : wild-type 
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Figure 1. O ga a  de e e e de  c bac e .  
L e e e de  c bac ie  e  ga i e e  ie  c che  de i  i ie  
(c a e) j  e ie . La e b a e a i e (inner membrane) entoure le 
cytoplasme. Plusieurs couches de peptidoglycane (PG) assurent la rigidité et la résistance 
ca i e de e e e. De  chai e  d a abi ga ac a e (AG)  iées de manière 
c a e e a  PG d  c  e   de  acide  c i e  e  e ie . Le e ie e  de  
g e  chai e  d acide  g a  de  acide  c i e  (e  e  f c ) f e a c e b a e 
(outer membrane). Divers glycolipides sont insérés dans la mycomembrane. Une capsule 
formée principalement de polysaccharides et de protéines entoure la mycomembrane. 
Les sucres sont représentés par des symboles de couleur : bleu = arabinose ; rouge = 
galactose ; marron = mannose ; noir = glucose.  
Des carrés jaunes représentent des molécules de tréhalose. LM : lipomannane. ManLAM : 
lipoarabinomannane « cappé » par des mannoses.  






D origines virales, bactériennes ou parasitaires, les maladies infectieuses ont accompagné 
i  de  ci  h ai e  pour lesquelles elles ont de tous temps représenté une 
cause majeure de mortalité. De nombreuses maladies infectieuses ont reculé ou ont même 
 adi e  g ce a  g  de h gi e e  de a deci e. Cependant, bien que son 
incidence sur les populations humaines ait fortement reculé au cours du XXème siècle, la 
tuberculose reste en 2020  b e de a  dia e, e  OMS a fi  bjec if d adi e  




Partie 1 : PHYSIOLOGIE DE LA TUBERCULOSE 
 
1. La tuberculose 
 
1.1. Le bacille de Koch, Mycobacterium tuberculosis 
 
La tuberculose est une maladie infectieuse de l homme et d autres mammifères causée par 
des bactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Ces bacilles regroupent 
principalement Mycobacterium tuberculosis (Mtb) stricto sensu, l agent étiologique de la 
tuberculose chez l homme, ainsi que d autres espèces pathogènes comme M. africanum, 
M. bovis ou M. canettii. Ils appartiennent à la famille des Mycobacteriaceae et au genre 
Mycobacterium composé i ci a e e  d e ce  e i e e a e   a h g e  e  de 
e e  e ce   g e  d e ce  a h g e   i e , en plus du groupe 
MTBC, dont par exemple l agent responsable de la lèpre (M. leprae). Des études 
phylogénétiques indiquent que les bactéries du MTBC possèdent un ancêtre commun, 
M. prototuberculosis, dont l apparition est estimée à plus de 40 000 ans en Afrique (Wirth et 
al., 2008). Cette famille de bactéries est caractérisée par la structure e  ga i a i  
particulière de son enveloppe (distincte des autres bactéries) composée de sucres et lipides 
complexes. En effet, chez Mtb, les lipides de l'enveloppe cellulaire sont très abondants et 
constituent 40 % de la masse sèche des cellules (Jackson, 2014). L'enveloppe des cellules 
mycobactériennes comprend (i) la membrane plasmique superposée par (ii) le complexe 
peptidoglycane-arabinogalactane et la mycomembrane et, en surface, (iii) la capsule 






La e b a e a i e e  c e de i ide  c a i e  ai  a i d e  i idi e  
ancrés et exclusivement retrouvés chez les actinomycètes (dont font partis les mycobactéries) 
comme le phosphatidylinositol mannoside (PIM) et ses dérivés, le lipomannane (LM), 
lipoarabinomannane (LAM) et ManLAM (mannose-capped lipoarabinomannan) (Dulberger et 
al., 2020; Zhou et al., 2019).  
 
Au-dessus se forme un complexe de peptidoglycane (PG) et de polysaccharides, 
a abi ga ac a e (AG), i    a e a  iai  c a e e. L AG e  a i i  a  e 
liaison ester à la partie inférieure des acides mycoliques, des acides gras à longues chaines 
ca b e  (de 60 j  90 a e  de ca b e). Ce  de ie  age ce  a ec d a e  
lipides essentiels et exposés vers la surface (dits « extractibles ») comme les monomycolates 
de tréhalose (TMM), les dimycolates de tréhalose (TDM) ou encore les dimycocérosates de 
phthiocérol (PDIM), pour former une membrane externe, plus communément appelée 
« mycomembrane ». Paradoxalement, bien que les mycobactéries soient considérées comme 
des bactéries à Gram positif, la mycomembrane et la membrane cytoplasmique délimitent un 
espace périplasmique où la mycomembrane contribue fortement au caractère imperméable 
des mycobactéries et à leur résistance caractéristique à de nombreux agents thérapeutiques 
(Jarlier & Nikaido, 1990). 
 
Enfin, à la surface, une structure capsulaire est associée au côté externe de la paroi cellulaire. 
Elle est formée principalement de polysaccharides, de protéines et d e faib e i  de 
lipides (1 à 6 %) (Lemassu & Daffe, 1994; Ortalo-Magne et al., 1995). Certains composés 
c e e Ma LAM ai i e d a e  accha ide  ib e  sécrétés (non-ancrés à la 
mycomembrane) contenant du mannose se retrouvent dans la capsule (Lemassu & Daffe, 
1994; Turner & Torrelles, 2018), joua  de  e  i dia  da  ab i e e  de 








Mtb est un pathogène humain obligatoire, sans autre réservoir connu dans l environnement. 
Historiquement, la tuberculose est considérée comme l une des maladies les plus anciennes 
affectant l homme. Des observations physiopathologiques de tuberculose pulmonaire (zones 
fibrotiques, traces de sang dans la trachée) et extra-pulmonaires (le « mal de Pott », une 
atteinte des vertèbres par Mtb) ainsi que des analyses moléculaires par PCR ont indiqué la 
présence de Mtb sur des momies (3300 av. J.-C.) et des squelettes égyptiens (5400 av. J.-C.) 
(Crubézy et al., 1998; Zimmerman, 1979). Mais ce sont sur des ossements humains âgés 
d approximativement 9000 ans provenant d une civilisation néolithique submergée (Atlit Yam) 
au large des côtes israéliennes, que les plus anciennes traces d ADN et de biomarqueurs 
lipidiques de l acide mycolique, spécifique du complexe MTBC, ont été détectées (Hershkovitz 
et al., 2008, 2015).  
Antérieurement nommée phtisie, scrofule, consomption ou encore peste blanche, c est dans 
les années 1820-1830 que la maladie a pris le nom de « tuberculose », proposé par l allemand 
Johann Schönlein. Elle a longtemps été perçue comme une maladie héréditaire mais Jean-
Antoine Villemin a démenti cette supposition en 1865, prouvant que la tuberculose est une 
maladie infectieuse et transmissible de l homme. C e  e  1882 e Robert Koch identifie 
l agent pathogène responsable de la tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, aussi appelé 
« bacille de Koch ». Cette découverte lui a valu le prix Nobel de Médecine et Physiologie en 











Figure 2. La tuberculose est une des principales causes de décès dans le monde.  
(A) Estimation du nombre global de décès causés par des maladies infectieuses depuis ~200 
ans (d'après Paulson, 2013). 
(B) Les principales causes de décès dans le monde en 2017. Les décès dus à la tuberculose 
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La tuberculose a tué plus qu aucune autre maladie infectieuse. Plus d un milliard de personnes 
en seraient décédées ces 200 dernières années (Figure 2A) (Paulson, 2013). De nos jours, 
elle est la première cause de décès due à un agent infectieux unique, devançant le paludisme 
et le virus de l immunodéficience humaine (VIH), et elle est la seule maladie infectieuse 
classée dans les dix premières causes de décès dans le monde (Figure 2B). Au niveau 
mondial en 2018, on dénombre au total près d 1,5 millions de morts dues à la tuberculose (1,2 
millions chez les personnes VIH-négatives et 250000 parmi celles VIH-positives) et environ 7 
millions de nouveaux cas de tuberculose (WHO, 2019).  
 
La tuberculose est une maladie principalement pulmonaire, très contagieuse du fait qu une 
seule bactérie peut engendrer la maladie et de son mode de transmission par aérosols, 
démontré par Richard Riley dans les années 1950. Cette voie de contamination a permis la 
propagation de cette maladie au niveau mondial avec notamment le flux migratoire des 
populations durant les ères passées. A l époque actuelle, les multitudes d échanges 
internationaux et la mondialisation des épidémies sont toujours omniprésents comme le 
montre la pandémie de COVID-19, provoquée par le coronavirus SARS-CoV-2 et propagée à 
l échelle planétaire en l espace de quelques mois en 2020. Malgré la diminution de la 
prévalence de la tuberculose, OMS estime qu un quart de la population mondiale est infectée 
par Mtb de manière asymptomatique, et exposée au risque de développer la tuberculose 














Figure 3. Incidence mondiale de la tuberculose.  
(d'après WHO, 2019) 
  












La tuberculose a une forte prévalence en Asie du Sud-Est (44 %), en Afrique (24 %) et dans 
le pacifique Occidental (18 %) (Figure 3). Ces régions reflètent une susceptibilité à la 
tuberculose liée aux conditions de vie de ces populations. En effet, la tuberculose est 
considérée comme une maladie de la pauvreté et plusieurs facteurs contribuent à sa 
prévalence, dont le a e d hygiène, l insalubrité, la mal- ou sous-nutrition, la surpopulation. 
Huit pays engloberaient près de deux tiers des cas de tuberculose totaux : Inde (27 %), la 
Chine (9 %), Indonésie (8 %), les Philippines (6 %), le Pakistan (6 %), le Nigéria (4 %), le 
Bangladesh (4 %) et l Afrique du Sud (3 %) (WHO, 2019). Dans les zones à haute prévalence 
du VIH, la co-infection VIH/Mtb augmenterait redoutablement (facteur 20) la (ré-)activation de 
la tuberculose chez les individus immuno-déficients (Pawlowski et al., 2012). D autres facteurs 
de susceptibilité à la tuberculose comme la consommation d alcool, le tabagisme, le diabète 
(Ayelign et al., 2019) sont propices au développement de la maladie, notamment dans les 
pays plus développés. Enfin, l infection par Mtb est variable selon les individus, par exemple 
en fonction du sexe et de ge, puisque les hommes (57 %) sont presque deux fois plus 
nombreux que les femmes (32 %) à développer la tuberculose, suivi par les enfants (âgés de 













Figure 4. Différents stades de la tuberculose et diagnostics associés. 




1.3. Diagnostic  
 
La contamination inter-humaine s effectue par voie aéroportée et démarre avec la production 
de gouttelettes microscopiques par un individu malade sujet à des toux et éternuements 
(Churchyard et al., 2017). L aérosol contenant les bacilles tuberculeux peut être inhalé par des 
individus sains et atteint l arbre respiratoire (Figure 4). Mtb peut être rapidement stoppé et 
éliminé de l organisme avant d atteindre les tissus pulmonaires et d infecter les poumons. 
Cette éradication est due à la clairance mucociliaire, barrière physique formée par le mucus 
qui tapisse l épithélium pulmonaire. L éradication de Mtb est aussi effectuée par l action 
efficace du système immunitaire. Chez e  i di id  i i i e  a  e a h g e, il peut 
persister tout en étant maintenu sous contrôle dans 90 % des cas. Cette situation correspond 
à une infection appelée tuberculose « latente », un stade asymptomatique et non-
transmissible de a a adie. Ce e da , a a i  de  f c i  i i ai e  e d a 
multiplication des mycobactéries possible e  i fec i  g e e e  e f e di e 
« active » et transmissible. Les symptômes de la tuberculose active peuvent aller de modérés 
(expectorations sanguinolentes, toux persistante, perte de poids, fièvre, sueurs nocturnes, 
pneumonie) à sévères avec la destruction des tissus pulmonaires menant à la mort du patient 
dans 50% des cas en absence de traitement.  
La compréhension de la physiopathologie de la tuberculose est un élément clé du diagnostic, 
mais reste toutefois compliquée. Afi  d e dig e  a opagation de la maladie et favoriser la 
survie des individus, de meilleurs outils de diagnostic sont requis. Différents tests sont 
disponibles et effectués suivant les suspicions de pronostic (Pai et al., 2016).  
- L IDR (i ade ac i   a be c i e),  e  de Ma , e  e e  de e i e 
ligne pour la détection des tuberculoses latentes et le principal élément de prévention du fait 
de son faible coût. Ce test tuberculinique est couramment utilisé pour détecter des personnes 
ayant été en contact avec une espèce mycobactérienne. Néanmoins, il manque de spécificité 
(réponses faux-positives) à cause du composé commercial utilisé, le PPD (purified protein 
derivative) i c ie  de  a ig e  c   d autres espèces, dont la souche utilisée 
comme vaccin (Mycobacterium bovis BCG).  
- L IGRA (  interferon gamma release assay ») est un test sanguin ex vivo qui traduit la 
e i i ai e de  ce e  T face  M b. P  cifi e, ce e  e e i e féron 
gamma (cytokine inflammatoire) produit par les lymphocytes T en réponse à une stimulation 
face aux antigènes spécifiques du MTBC appartenant au locus RD1, « region of differenciation 
1 » du génôme de Mtb (ESAT-6, « early secreted antigenic target 6 » et CFP-10, « culture 








Ces tests so  aj i ai e e  i i  afi  d ide ifie  e  e e  i e e  de  ig e  
d i fec i  a  M b e   i e acc  de d e e e  d e be c e ac i e. Ce e da , 
i  i a e e  ca ab e de diff e cie  a be c e a e e de a tuberculose active.  
 
L e a e  de a ie  ce ib e  d e a ei s d e be c e ac i e e  e fai e 
di ec e e   de  cha i  d e ec a . Bien que la culture microbiologique soit un outil 
 i e  ide ifica i  d e ce bac ie e e  i i e  a eche che de M b, ce e-
ci prend énormément de temps du fait du temps de génération très élevé de Mtb (entre 18 et 
24h). La recherche directe de Mtb peut être favorisée par sa morphologie reconnaissable et 
sa propriété de bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR). Cette dernière peut être mise en 
évidence grâce à des colorations spécifiques de Ziehl-Neelsen (fuschine) et de fluorescence 
(auramine), malheureusement ce  ech i e  e  d a e  e ce  du genre 
Mycobacterium et sont donc peu spécifiques. Le  ech gie  d i age ie médicale sont 
adaptées au i i de infection : e a e  adi g a hi e de   perme  d ide ifie  des 
structures caractéristiques de la maladie chez les patients infectés (les granulomes), ou 
encore le PET-SCAN (tomographie par émission de positons), une technique sensible pouvant 
déterminer la charge bactérienne dans le corps. Cette dernière consiste e  i jec i  d  
composé radioactif 18F-FDG (18F-fluorodeoxyglucose), marqueur du métabolisme du glucose, 
visualisé en plus forte concentration dans les zones inflammatoires associées à la tuberculose  
active (Agarwal et al., 2017; Ankrah et al., 2018). Enfin, des outils moléculaires reposant sur 
de  e  d a ifica i  g i e (NAAT, nucleic acid amplification test) sont devenus des 
méthodes privilégiées pour la détection de Mtb. Rapides, avec des sensibilités bien 
supérieures aux précédents, ces tests mettent en évidence la présence de Mtb tout en ciblant 
des gènes souvent porteurs de mutations chez les souches multi-résistantes aux antibiotiques. 
Le test GenoType® MTBDRplus rend des informations primordiales sur le statut de la 
résistance aux antibiotiques du germe, notamment les résistances à la rifampicine (gène cible 
rpoB) e   i ia ide (g e  cib e  inhA et katG) avec des sensibilités respectives de 98 et 
87 % (Guillet-Caruba et al., 2014; Ling et al., 2008). Ciblé sur rpoB, le test Xpert MTB/RIF® 
est très rapide (2 heures) et spécifique (98 %) pour des échantillons comportant une charge 







Le diagnostic de la tuberculose repose donc sur une complémentarité des techniques 
phénotypiques (micro- et macroscopique) et moléculaires existantes. Celui-ci est primordial 
pour traiter de manière efficace cette maladie et les efforts de développement pour des tests 
rapides, spécifiques et sensibles de  e e e d identifier des infections chez des patients 
pour lesquels identification de Mtb est complexe tels que les enfants ou les personnes 
atteintes du VIH. Toutes les méthodes citées ne sont pas toujours envisageables, notamment 
à cause du manque de laboratoires et de la complexité du recueil et du traitement des 
échantillons tuberculeux, dans les pays en développement.  
 
 




Originellement, la souche vaccinale utilisée pour la prévention des maladies associées à Mtb 
e  d i e d une souche virulente d e espèce étroitement apparentée, Mycobacterium 
bovis, responsable de la tuberculose bovine. Isolée en 1901, elle fut étudiée par les chercheurs 
français Albert Calmette et Camille Guérin qui ont cultivé cette souche pendant 13 années. 
Plus de 200 passages plus tard, leur souche présentait une atténuation de la virulence et une 
protection contre la tuberculose dans plusieurs modèles animaux. Nommé BCG (pour vaccin 
Bilié Calmette-Guérin), c e  e  1921 e f  inoculé che  h e le premier vaccin préventif 
contre la tuberculose. Le BCG est un vaccin vivant injecté par voie sous-cutanée. Utilisé 
depuis 1924, il reste encore, en 2020, le seul vaccin distribué contre cette maladie au niveau 
mondial. La fin des années 1990 a été marquée par les progrès de séquençage de grande 
ampleur. Ils ont permis a e  d ide ifie  e gi  ab e e che  M. bovis BCG par 
rapport au génome de Mtb (Cole et al., 1998; Mahairas et al., 1996). Composée de neuf gènes 
(Rv3871-Rv3878 et Rv3879c), RD1 code un des systèmes de sécrétion de type VII (ESX-1) 
et des protéines sécrétées très immunogènes telles que ESAT-6 (Rv3874) et CFP-10 
(Rv3875) (Berthet et al., 1998). La perte de cette région appelée RD1 (région de différence 1) 







Figure 5. Nombre annuel de décès causés par des maladies évitables par la vaccination. 









Figure 6. Efficacité de la vaccination par le BCG.  
Illustration de la réponse immunitaire induite par le vaccin BCG (courbe verte continue) et 
l action proposée (courbe pointillée rouge) de vaccin amélioré (A) et de rappel (B). (d'après 
Andersen and Doherty, 2005) 
  























La acci a i  a  e BCG a j   e i d iab e da  e E e, a  id ie. 
Une étude sur 157 pays ayant adopté la stratégie de vaccination systématique des nouveau-
nés a montré de  a  d efficaci  de ec i   a i fai a s, atteignant 90 % dans 101 
pays (Roy et al., 2014; Trunz et al., 2006). En revanche, la vaccination des personnes adultes 
e  de  ide  de gi   f e i cide ce de be c e a i i e e i  50 % 
d efficaci  (Pai et al., 2016; WHO, 2019). Les causes de cette variabilité et de protection 
entravée peuvent être expliquées par le contact de mycobactéries environnementales (des 
eaux et des sols) possédant des antigènes communs (Weir et al., 2006; Young et al., 2007), 
une protection non durable dans le temps après plusieurs années (10-20 ans) (Andersen & 
Doherty, 2005)  e c e de  ce ibi i  g i e  de h e a iab e  e  e  
populations.  
 
Bie  i  i  a i e e  i i  de i   iècle, les mécanismes de protection engendrée 
a  e BCG e e  e  c i . Ce e a adie c e e a ci e  d a e  fac e  
(sociaux, génétiques) nécessite des préventions plus efficaces. En effet, malgré les 
ca ag e  de acci a i  e e   che e mondiale, la tuberculose tue bien plus que ne 
e f  e  a e  a adie  c e e e e   di e d  acci  (Figure 5). C e  i 
d a e  a gie  de e acci a e d i e  e di e .  
 
 
1.4.2. Nouveaux vaccins 
 
Le développement de nouveaux vaccins comporte deux stratégies distinctes : les vaccins 
préventifs et les vaccins thérapeutiques (Fletcher & Schrager, 2016; B. E. Kwon et al., 2018). 
Les e ie  c i e   e i  i fec i  a  e  bac ie  d  MTBC e  d i e  e 
développement (ou réactivation) de la tuberculose chez les personnes saines ou 
diag i e  a ec e be c e a e e. I   ba   i i a i  d e  
antigéniques impliqués dans la réponse immunitaire lors de l i fec i  afi  de  c f e  e 
protection efficace et  durable soit par (i) remplacement du vaccin BCG actuel par une souche 
de Mtb atténuée ou une souche de M. bovis BCG recombinante exprimant des antigènes de 
Mtb (stratégie dite de « priming ») soit pa  (ii) addi i  d  c  acci a e ca ab e de 
renforcer la réponse immunitaire  « booster »  après une vaccination antérieure ou une 
















Figure 7. Classification des vaccins en développement contre la tuberculose.  
Les vaccins contre la tuberculose sont divisés en vaccins préventifs et thérapeutiques. Les 
vaccins de « priming » induisent des réponses immunitaires avant l infection par Mtb et sont 
destinés à remplacer le vaccin BCG. Les vaccins de rappel, ou « boosters », sont appliqués 
pour renforcer les réponses immunitaires. Les vaccins thérapeutiques sont utilisés pour 
soigner la tuberculose ou ses symptômes à l'aide de médicaments anti-mycobactériens. 




Les vaccins thérapeutiques sont quant à eux utilisés directement dans le traitement de la 
a adie ac i e afi  d aide   i i a i  de  bac ie  d a e   ica i e . I   
gé a e e  ad i i  e  e e  e a ibi h a ie da  i e de acc ci  
la période de traitement (voir partie 1  1.5). 
 
Q a e acci   ac e e e  e  c  d e ai  c i i e  e  ie  a che   
développées. Ils peuvent être classés en quatre groupes (Gong et al., 2018) (Figure 7).  
 
- Les vaccins vivants atténués sont développés à partir de mycobactéries 
génétiquement modifiées afin de diminuer leur virulence (le BCG est un vaccin vivant entier 
qui a été atténué par perte génétique de la RD1). Les vaccins VPM1002 et MTBVAC ont tous 
les deux pour but de remplacer le BCG, i   de i   e i i a i  e  a  d e 
première exposition à Mtb. VPM1002 est un BCG recombinant inactivé dans une sous-unité 
de a e e  supplémenté par e e i  de a i i i e O (  de  fac e  de i e ce 
principal de Listeria monocytogenes) (Grode et al., 2005). Cette protéine induit la formation de 
e  da  e  e b a e  hag a e  ib a  a bac ie da  e c , afi  d a i e  
la présentation antigénique du BCG et la stimulation des lymphocytes T. Ce vaccin est depuis 
2017 en phase clinique III en Inde (Nieuwenhuizen et al., 2017). C e   i di e, 
MTBVAC est un vaccin avec une souche atténuée de Mtb. Ce candidat vaccin vivant possède 
deux mutations, affectant les gènes phoP/phoR et fadD26. Il est en phase clinique IIa (Fletcher 
& Schrager, 2016; Gonzalo-Asensio et al., 2017). 
 
- Les vaccins inactivés sont élaborés à partir de bacilles entiers tués à la chaleur ou 
chimiquement. Cette action supprime leurs effets infectieux tout en conservant le pouvoir 
a ig i e. De  d e e e   a i e  ha e c i i e III : les vaccins MIC/Immuvac 
(Mycobacterium indicus pranii, une mycobactérie environnementale inactivée à la chaleur) et 
VaccaeTM (Mycobacterium vaccae inactivé à la chaleur) (C. Y. Huang & Hsieh, 2017). 
 
- En plus des vaccins entiers, certains vaccins se basent sur l i i a i  de protéines 
mycobactériennes recombinantes. Le ch i  e    de  protéines pour lesquelles la 
réponse et le mécanisme immunitaires sont bien décrits et cliniquement prouvés (par exemple, 
les antigènes sécrétés ESAT-6 et Ag85B) (Andersen, 2001; Stewart et al., 2019). On appelle 
ces vaccins les vaccins protéiques, qui sont délivrés grâce à un adjuvant (souvent des 
liposomes) (Mearns et al., 2017; Van Der Meeren et al., 2018) ou les vaccins à vecteurs viraux, 
pour lesquels les protéines mycobactériennes sont exprimées à partir de vecteurs viraux (non 
virulents). Ces vaccins sont typiquement associés à une protection antérieure déjà effectuée 






On recense en études cliniques les vaccins protéiques H56:IC31 (phase IIb), M72/AS01E 
(phase IIb) et ID93+GLA-SE (phase IIa), et les vecteurs viraux Ad5 Ag85A (phase I), 
ChAdOx185A-MVA85A (phase I) et TB/FLU-04L (phase IIa) (B. E. Kwon et al., 2018; WHO, 
2019). En particulier, e  d e  ce e  de i i a i  d  vaccin candidat M72/AS01E sur 
des patients adultes (18-50 ans) présentant une tuberculose latente ont révélé i  ai  
significativement protecteur. E  effe , efficacité de protection du vaccin rapportée est de 50 
% contre e d e e e  d e f e ac i e de a a adie (Tait et al., 2019; Van Der Meeren 
et al., 2018).  
 
 
1.5. Traitement  
 
La e ci e e  a e i e c e d  effe  bac icide c e M b f  d , a  
Selman Waksman en 1943 (Prix Nobel 1952) (Woodruff, 2014). Ce e da  i i a i  d  
e  dica e  a c d i   e ge ce de che  i a e  a  a ibi i e  e ,  
vite, une approche multi-thérapeutique a été mise en place (Daniel, 2006). 
 
 
1.5.1. Antibiothérapie actuelle 
 
Depuis les années 1990, le traitement médicamenteux de première ligne utilisé contre la 
tuberculose est une prise de quatre antibiotiques par voie orale  isoniazide (INH), rifampicine 
(RIF), pyrazinamide (PZA) et éthambutol (EMB)  pendant une durée de deux mois, puis le 
ai ie  de de  de ce  c , INH e  EMB, endant quatre mois. Chez les patients 
qui reçoivent ce traitement très long et contraignant avec une prise stricte et journalière 
d a ibi i e , e a  d efficaci  de g i  e  d e i  85 %  e be c e 
sensible aux antibiotiques (WHO, 2019). En accord avec le temps de génération très lent de 
M b, effe  e  a  i dia  e  efficaci  d  ai e e  e  g a e e  i ib e a  b  
de 3 mois de thérapie (Dobbs & Webb, 2017).  
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Tableau 1.Thérapie antituberculeuse actuelle. 
(d'après Pai et al., 2016) 
 Classe M ca e d ac  Composé 
Antibiotiques de première ligne 
 Hydrazide de acide isonicotinique 
Inhibition de la synthèse 
des acides mycoliques Isoniazide 
 Rifamycines Inhibition de la transcription de ADN Rifampicine 
  Inhibition de la synthèse protéique Pyrazinamide 
  Inhibition de la synthèse d a abi ga ac a e Ethambutol 
Antibiotiques de seconde ligne 
 Groupe A : fluoroquinolones 




 Groupe B : agents de seconde ligne injectables 





 Groupe C : principaux agents de seconde ligne 
 Thioamides  Inhibition de la synthèse de la paroi 
- Ethionamide 
- Prothionamide 





 Groupe D : agents complémentaires 
 
D1 
Inhibition de la synthèse 
des acides mycoliques Isoniazide (forte dose) 
 Perturbation de la membrane plasmique Pyrazinamide  
 Inhibition de la synthèse de la paroi Ethambutol 
 
D2 
I hibi i  de ATP ha e 
mitochondriale Bedaquiline  
 Inhibition de la synthèse des acides mycoliques Delamanid  
 
D3 
Inhibition de la synthèse 
de  c e  d ADN Acide para-amino salicylique 
 Inhibition de la synthèse du peptidoglycane 
Imipénem + Cilastatine, ou 
Méropénem + Clavulanate  
 Inhibition de la synthèse des acides mycoliques Thiocetazone 
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L e i i  g e de  baci e  be c e  a  a ibi i e , le manque de rigueur dans 
le suivi de traitements longs et contraignants pour les patients, qui ont tendance à interrompre 
la prise des antibiotiques dès que leurs symptômes a i e , t fa i  e ge ce de 
souches résistantes aux antibiotiques, notamment pour la RIF et INH (Kochi et al., 1993). A 
la différence de nombreuses autres espèces bactériennes, chez le pathogène intracellulaire 
e c i e e  i f d   h e e  M b, ac i i i  de la résistance aux antibiotiques 
provient uniquement de mutations chromosomiques, et non de transfert h i a  d e  
génétiques mobiles portant des gènes de résistance (Eldholm & Balloux, 2016). Afin de traiter 
les che  i a e , i i a i  de c  a i be c e  de seconde intention est 
ce ai e. E e eg e a cia i  de composés de 4 classes (A-D) : une fluoroquinolone 
récente, un agent injectable et au moins deux autres molécules de deuxième ligne (Tableau 
1). Toutefois, ce traitement est encore plus lourd et dure de 9 j à plus de 20 mois. Selon 














Figure 8. Nombre de patients atteints de tuberculose multi-résistante (MDR-TB) entre 
2009 et 2018 selon les rapports mondiaux de l'Organisation Mondiale de la Santé 
(OMS).  




























1.5.2. Antibiothérapie et multirésistance aux antibiotiques 
 
La multi-résistance aux antibiotiques des bactéries pathogènes est devenue une 
b a i e aje e i i i e de fa  c id ab e efficacité des traitements disponibles. 
A che e dia e, 3,4 % de  ea  ca  de be c e e  18 % de  ca  d j  ai  
présenteraient une tuberculose multi-résistante (Figure 8).  
 
Les bacilles tuberculeux résistants aux antibiotiques sont classés en 3 catégories : 
- Les souches multi-résistantes aux antibiotiques ou « MDR » (multidrug resistant) sont 
résistantes aux deux antituberculeux centraux de première ligne, INH e  a RIF.  
- Les souches extrêmement résistantes aux antibiotiques ou « XDR » (extensively drug-
resistant), i a e   INH, a RIF, e  a i a  f i e  e   a  i   age  
injectable de seconde intention (amikacine, kanamycine, capreomycine). Les premiers cas 
de XDR ont été recensés en 2006 (Masjedi et al., 2006). 
- Les souches totalement résistantes aux antibiotiques ou « TDR » (totally drug-resistant) 
sont, elles, résistantes à tous les composés de première et seconde lignes actuellement 
disponibles (Velayati et al., 2009). 
 
De a i e i i a e, e b e d i fec i  a  de  che  i a e  a g e e d a e 
en année : e  2018,  de 180 000 ca    ifi , i  e i  20 000 de  e  
2017. E  a a e, e a  de cc  de  h a ie  di i e, i i  est de 56% pour les 
souches MDR et de seulement 39 % pour les XDR et, inversement, le taux de mortalité des 
patients augmente de 16% pour les MDR à 28 % pour les XDR (WHO, 2019).  
 
De plus, la complexité des régimes thérapeutiques utilisés avec les souches résistantes, les 
d e  d a ibi i e  e  e  d e  de ai e e  e e  des risques de toxicité 
médicamenteuse, contribuant à leur échec (Gygli et al., 2017). De nombreux troubles sont 
recensés aux niveaux hépatique, gastro-intestinal ou encore des réactions allergiques. Cette 
ici  e  d a a   f équente chez les patients à facteurs de i e e  e ge a a c , 
la malnutrition, les maladies hépatiques et la co-infection avec le VIH (Canetti et al., 2020). De 
plus, chez ces patients, des interactions entre les médicaments antirétroviraux et 
antitubercu e   e c e . L e e b e de ce  cc a i  e  e  a a  a 
















Tableau 2. Nouveaux médicaments antituberculeux en développement clinique. 
(d'après Pai et al., 2016, Tiberi et al., 2017 et WHO, 2019) 
 
Phase I Phase II Phase III 
BTZ-043 Delpazolide Bédaquiline 
Contézolide (MRX-4/MRX-1) SQ109 Délamanide 
GSK-3036656 Sutézolide Prétomanide 
Macozinone Lévofloxacine Clofazimine 
OPC-167832 Linézolide Rifampicine (forte dose) 
TBA-7371 Moxifloxacine Rifapentine 
TBI-166 Nitrazoxacide  
TBI-223   






Nouvelles molécules Molécules reconduites 
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1.5.3. Nouvelles stratégies thérapeutiques antituberculeuses 
 
Da  e b  de di i e  e c  ( e ai e e  d e be c e MDR e  e i e  e i  
£20.000 au Royaume-Uni) (Tiberi et al., 2017) et la d e de  ai e e  e  d i e  e  effe  
secondaires tout en ciblant les souches MDR et XDR, de nouvelles drogues et associations 
de molécules anti- be c e e   e  c  de d e e e . Se  OMS, 23 c e  
 e  c  d e ai  c i i e . Pa i e e  e c e  13 e e  c e , 3 d j  
existantes et ayant été approuvées au niveau réglementaire et 7 composés déjà existants 
reconditionnés (Tableau 2).  
 
Par exemple, la bédaquiline, i i hibe a e i a i  de  c bac ie  e  cib a  ATP 
synthase, est active aussi bien sur les bactéries en multiplication active que sur les cellules en 
état physiologique de dormance. Elle a une action bactéricide et possède la même 
c ce a i  i i a e i hibi ice (CMI) e INH e  a RIF (Pontali et al., 2016). La 
b da i i e fai  a ie d de  cliniques de phase III dont les stratégies de traitement sont 
écourtées et destinées au traitement des souches MDR et XDR (Guglielmetti et al., 2017). En 
revanche, des souches résistantes à ce composé ont déjà été identifiées (Nguyen et al., 2018; 
Veziris et al., 2017). Une autre molécule, la délamanide, inhibe la synthèse des acides 
mycoliques et possède un potentiel intéressant pour le traitement des patients porteurs du VIH 
ca  e e i e f e a  a ec es traitements antirétroviraux. Elle est également sans danger 
pour les enfants (Tadolini et al., 2016). D a e  c e , e c e a  ade d de in vitro, 
d e  de  a  e e . La f i e a a a age d e  bie  e et une 
très bonne facilité de pénétration des tissus. En effet, il est aussi envisagé de substituer, 
notamment pour les traitements longs, des molécules de thérapie actuelle (linézolide) par des 
drogues mieux tolérées (sutézolide ou AZD5847).  
 
Toutefois, i i a i  de ce  c e  e e  e  a  e i ag e. De  e ai  c i i e  e 
concentrent sur a i a i  des régimes thérapeutiques actuels a ec i c a i  de  
nouveaux agents. Par exemple, l acide c a a i e e e  i hibi i  de a ca bapénèmase 
bactérienne BlaC (enzyme générant des résistances en dégradant le carbapénème). Ainsi, 
son association à un carbapénème (méropénème, ertapénème) rend Mtb sensible au 
méropénème. Dans des cohortes à grande échelle où les carbapénèmes ont été utilisés pour 
traiter les patients MDR et XDR, le taux de succès des thérapies varie entre 57,3 et 80,3 % et 
les taux de conversion des cultures entre 60 à 95 % (Sotgiu et al., 2016). Un autre régime 
thérapeutique e  c  d e ai c i i e, nommé « NIX-TB », associe plusieurs molécules 
(BPaL : Bédaquiline, Prétomanide et Linézolide) administrées par voie orale uniquement 
















Figure 9. HDT ciblant le macrophage dans la tuberculose. 
(d'après Kaufmann et al., 2018)  
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Malgré le faible nombre de patients enrôlés dans cette étude, les derniers chiffres parus en 
mars 2020 ont montré que 92 % des patients atteints de tuberculose MDR et 89 % des patients 
atteints de tuberculose XDR ont terminé le traitement avec des résultats favorables (avec 
toutefois quelques effets toxiques « gérables » selon les cliniciens) (Conradie et al., 2020). Ce 
traitement a  a a  d efficaci  (90 %) que le traitement prescrit pour les tuberculoses 
ne présentant pas de résistance aux antibiotiques et ce, pour une même durée. 
 
Les antibiotiques qui agissent sur les bactéries pathogènes ne sont pas les seuls moyens de 
e  e d e . D a e  a gie , a e e  HDT » (pour host-directed therapy), 
eche che  e ac i  di ec e e  di ig e  h e afi  de e f ce  i i  e  a 
protection contre le pathogène (AlMatar et al., 2017). Ce  a gie    b  d a g e e  
les performances des mécanismes immunitaires contre Mtb (par exemple la phagocytose, 
a hagie), de d i e i f a a i  ca e afi  de ie  c e  e  d age  i ai e  
(via i d c i  d e e a i-i f a a i e), d a i e  a e de e ce ai e 
(cellules T) ou de structures caractéristiques (granulomes) lors du développement de la 
maladie (Kolloli & Subbian, 2017) (Figure 9). Cibler ces protéines hôtes apporte une alternative 
très intéressante, avec une faible probabilité que la bactérie mute et génère des résistances. 
Pa i e  e e e  e  c  d de,  e  ci e  i i a i  de a i a i e D, i e e ce un 
effet stimulant sur a hagie (Paik et al., 2019). Elle déclenche une voie de signalisation 
e e a  a d c i  d  e ide a i ic bie , a ca h icidi e, e  a i e effe  
mycobactéricide. En accord avec cette approche, la déficience en vitamine D est un facteur 
de risque pour les patients tuberculeux (Nielsen et al., 2010). La g fi i ibe e i hibi i  
du récepteur EGFR (epidermal growth factor receptor) et in fine ac i e a hagie (Stanley 
et al., 2014) résultant en une réduction de la croissance intracellulaire de Mtb chez les 
macrophages et les souris. Les corticostéroïdes, tels que les déxaméthasone et prednisone, 
réduisent la migration des cellules inflammatoires et la libération de facteurs pro-
inflammatoires, comme le TNF (tumor necrosis factor). Ils contribuent à la diminution de 
i f a a i  ca e. Le d a ha e e  e  e ai c i i e a a c  ( ha e III e  IV) e  e  
e c i   de  ca  e  d i f a a i , e  a e   ai e  e  be c ses 
méningées ou les patients atteints de péricardite tuberculeuse (Kaufmann et al., 2018; K. 






















2. Cycle infectieux et interactions de Mtb avec son hôte 
 
2.1. Reconnaissance et phagocyte / immunité innée 
 
La e d e e unique de Mtb est le tractus respiratoire. Les corps étrangers inhalés, comme 
e  ic g e e e  c e a  M b,  a  a  e f  de ai  i i  tout le long de 
a b e e i atoire (nez, sinus, pharynx, larynx, trachée, bronches, bronchioles) pour arriver 
j a   (Figure 10). Au niveau des voies supérieures (trachée, bronches), les 
cellules épithéliales ciliées sont recouvertes par du mucus, sécrété par des glandes 
spécifiques, qui ge i h i  e  e che e  a ic e  a g e  d a ei d e e  
parties plus profondes des poumons. Il contient des composés à activité antibactérienne, 
contribuant à i i  i e : de  e e  ( e  ue le lysozyme), des immunoglobulines, 
des peptides antimicrobiens (défensines) (Nicod, 2005). L ac i i  ci iai e de  ce e  de 
i h i  g e  e e  d  c , i e  eje  da  e ac  i e i a   e  
étant constamment renouvelé. Cette élimination est appelée « c ai a ce c ci iai e . 
Presque 90 % des corps étrangers et micro-organismes inhalés sont éliminés grâce aux 
muqueuses et barrières physiques. Seules les plus petites gouttelettes contenant une à 
quelques cellules de Mtb peuvent atteindre les voies respiratoires basses (Chai et al., 2020). 
Les bronches se divisent en bronchioles dont les extrémités ressemblent à des grappes de 
raisin appelée  ac  a ai e . Ce e c e e  e e-même composée de petits 
compartiments globulaires creux, les alvéoles pulmonaires caractérisées par un épithelium 
très fin et entourées d  ea  ca i ai e de e e e a  es échanges gazeux entre ai  














Figure 11. Initiation de la défense immunitaire dans les alvéoles pulmonaires. 
Une fois dans les alvéoles, Mtb se retrouve dans le liquide de la muqueuse alvéolaire (ALF) 
qui recouvre et protège les cellules épithéliales alvéolaires de type I et de type II 
(respectivement ATI et ATII). Les bactéries sont phagocytées par les macrophages alvéolaires 




L e ace a ai e e   i  d i e ac i  aje  da  e d e e e  de a be c e 
(Figure 11). L i h i  a ai e, c i  de ce e  de e I e  II, AT-I et AT-II (alveolar 
epithelial cells type I and II), est recouvert par le fluide alvéolaire (ALF, alveolar lining fluid) 
(Mason, 2006). Situé  i e face e e ai  e  e  i  onaires, ALF recouvre et protège 
les AT. De plus, il contient des composés antimicrobiens (Moliva et al., 2014) et il héberge des 
cellules phagocytaires professionnelles telles que les macrophages alvéolaires (AMs) qui vont 
alors phagocyter les cellules de Mtb.  
 
La réponse immunitaire innée nécessite la détection et la reconnaissance des pathogènes. 
Pour cela, les phagocytes possèdent une large gamme de récepteurs, appelés PRRs (pattern 
recognition receptors) (Takeuchi & Akira, 2010), capables de fixer des motifs microbiens de 
différentes natures (protéique, glucidique, lipidique, nucléique) des agents pathogènes 
inhalés, appelés PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Les PRRs 
transmembranaires permette  a fi a i  d  PAMP d  (d  c  e ace ai e) qui active 
des voies de signalisation pour répondre à la présence du pathogène. Par exemple, les TLRs 
(toll-like receptors), qui sont capables de lier un panel de ligands mycobactériens (glycolipides, 
lipoprotéines, carbohydrates) (Jo et al., 2007), jouent  e c cia  da  i i ia i  de a 
réponse immunitaire innée inflammatoire et antimicrobienne. Les TLR2, -4 et -9 activent la 
voie de signalisation MyD88 (myeloid differenciation primary response protein 88) puis le 
facteur de transcription NF-kB e ab e de e e i  de  g e  c da  de b e e  
cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines 1 et 12 (IL-1 et IL-12), du TNFD (tumor 
necrosis factor D) ou les enzymes produisant de de i i e (NO) (Jo, 2008). En effet, des 
souris déficientes pour le MyD88 sont beaucoup plus sensibles et incapables de contrôler 
i fec i  a  M b (Drennan et al., 2004; Fremond et al., 2004). D a e  PPRs interviennent 
également dans le dialogue moléculaire entre les pathogènes et le système immunitaire, 
comme les lectines de type C (CLRs, C-type lectins receptors) comprenant le récepteur du 
mannose (MR, mannose receptor), Dectin-1, Mincle ou encore DC-SIGN (Marakalala & 
Ndlovu, 2017; Tallieux et al., 2003) ; e  de  e b e  de a fa i e de  NLR  (Nod-like 
receptors). E  e, e  ce e  hag c ai e   e  e e d i e a i e  M b g ce a  
récepteur du complément CR3 (Ferguson et al., 2004; Schlesinger et al., 1990), les récepteurs 
scavengers » (SRs), le MR des macrophages et DC-SIGN exprimées chez les DCs. MR et 
DC-SIGN fi e  de  c e  de e e e de M b d  e Ma LAM (mannose-capped 
lipoarabinomannan) e  d a e  lipomannanes (Jo, 2008; Kang et al., 2005; Turner & Torrelles, 







Les AM phagocytent les cellules de Mtb et sont considérés comme les premiers effecteurs de 
i i  i e e c a  M b, représentant ainsi le principal réservoir de Mtb (Cohen et 
al., 2018; Russell et al., 2010). D a res phagocytes comme les cellules dendritiques (DCs) et 
e  e hi e  i e ie e  da  a e i e de h e (Liu et al., 2017; Torrelles & 
Schlesinger, 2017). 
 
Une fois que Mtb est internalisé dans les macrophages, ceux-ci  ig e  h  de a e 
pulmonaire et atteindre le tissu interstitiel des poumons et, comme nous le discuterons plus 
loin, Mtb est capable de survivre et se multiplier dans les macrophages (voir partie 1 - 3). Dans 
le même temps, les médiateurs inflammatoires tels que les cytokines sécrétées (TNFD, les 
cytokines chimiotactives ou chimiokines CCL5, CCL9, CXCL10 et CCL2) (Domingo-Gonzalez 
et al., 2016) a i e  a  i e d i fec i  e  ce les immunitaires monocytaires et les 
neutrophile  e a  de  ai ea  a g i . Ce e ag ga i  e gage a e suivante de 
i fec i  : a f a i  d  g a e, c e a h gi e ca ac i i e de a a adie. 
Parallèlement, la reconnaissance de Mtb ou de corps vésiculaires de neutrophiles ou 
macrophages infectés effectuée par les DCs induit la migration des DCs vers les ganglions 
lymphatiques locaux et marque donc i i ia i  de a e i i ai e ada a i e.   
 
 
2.2. Réponse immunitaire adaptative : formation du granulome 
 
Au site infectieux, le contrôle des agents pathogènes par le système immunitaire inné 
acc ag e de la mise en place de la deuxième phase de la réponse immunitaire, dite 
adaptative. Le recrutement de  ce e  e a ice  d a ig e  c bac ie  ( es DCs) 
a  ga g i  ha i e  e e  ac i a i  de  h c e  T (LT), notamment les LT 
CD4 via e c e e aje  d hi c a ibi i  (CMH) de c a e II (Wolf et al., 2008). La 
c a i  e e e  de  e  ce ai e  e  d e i a e  e a i  de LT CD4+ et 
CD8+ effecteurs qui, une fois différenciés en cellules effectrices, migrent au site infectieux. Sur 
place, les LT CD4+ activent rapidement une réponse immunitaire adaptative de type Th1 
a e a  a d c i  d IFNJ (de Martino et al., 2019). Cette cytokine stimule les 
i  bac icide  de  ac hage  i fec  (c e a  e e e e e iNOS 
générant des radicaux azotés) (Kwon, 1997) et des LT CD8 aux propriétés cytotoxiques 
(action des protéines perforines et granzymes) (Lazarevic & Flynn, 2002; Stenger et al., 1998; 
Woodworth & Behar, 2006). Le rôle des LT dans la mise en place de la réponse immunitaire 
ada a i e e  da  e c e de i fec i  e  e e ie  (Chackerian et al., 2002). Ainsi les 
malades co-infectées VIH/Mtb, présentant un déficit en LT CD4+ (conséquence du VIH) sont 










Figure 12. Organisation multi-cellulaire du granulome tuberculeux.   
Sch a d  g a e be c e  ac if a ec c e ce a e. De i e  a i  de 
e c c e   e e : de  ac hage  i fec  (a i e  e  c i e ) e   
infectés, des macrophages épithélioïdes, des macrophages spumeux, des cellules géantes, 






forme active multipliée par 5 à 10) (Kwan & Ernst, 2011). En outre, des études avec des souris 
déficientes pour les LT CD4+, le CMH-II  IFNJ   e i fec i  ai  moins bien 
contrôlée (charge bactérienne augmentée) et que la mortalité des souris était accélérée 
(Mogues et al., 2001; Philips & Ernst, 2012).   
La d c i  d a e  c ki e  c e e TNFD, qui stimule notamment la production des 
chimiokines, est importante dans la maturation du granulome. Autour du site infectieux 
constitué de macrophages infectés, de macrophages différenciés (macrophages épithéloïdes, 
macrophages spumeux riches en lipides) et de cellules géantes multi- c e , aff  de 
neutrophiles, cellules NK et lymphocytes T amplifie la cascade inflammatoire et complète la 
formation du granulome. En son centre, la réaction inflammatoire mène à la nécrose des 
macrophages infectés formant le caséum constitué de débris cellulaires riches en lipides 
(Figure 12). E fi , e g a e a e e  ce  a  ac i  d  TNFD et la lymphotoxine-D 
i g e a f a i  a  de  fib b a e  d e e ic e fib e e fai e de c ag e e  de 
matrice extracellulaire. Cette coque fibreuse entoure les macrophages et autres cellules 
infectées. Ainsi, à défaut d éliminer les bactéries pathogènes, a c e c ac e e  e 
g a e e e  da  e i  90% de  ca  de ci c c i e i fec i . Le patient est 
asymptomatique et non contagieux, mais reste porteur de la bactérie, et cet état, appelé 
tuberculose latente, peut durer plusieurs années. Le système immunitaire maintient 
localement un équilibre des propriétés pro- et anti-inflammatoires. L e i e e  ce a  d  
granulome est strictement pro-inflammatoire tandis que les cellules hôtes en périphérie 
forment une surface anti-inflammatoire assurant la protection des tissus pulmonaires 
environnants (Ndlovu & Marakalala, 2016).   
 
 
2.3. Dormance / réactivation 
 
L e i e e  d  g a e e  acide, hypoxique et pauvre en nutriments (Via et al., 2008). 
Ces contraintes diminuent fortement les activités métaboliques de Mtb qui ne se divise plus 
ou extrêmement lentement, et reste dans un état de dormance (Gengenbacher & Kaufmann, 








Dans ces conditions défavorables à la réplication, Mtb induit des gènes adaptés à un 
environnement hypoxique, permettant sa survie dans le granulome, comme par exemple des 
gènes permettant  a bac ie d effec e  e e i a i  a e a i e d  acce e  fi a  
d ec  e  e i a e (NO3-) au lieu de g e (Levillain et al., 2017). L e e de Mtb en 
état de dormance est contrôlée par un régulateur transcriptionnel majeur, nommé DosR 
(Rv3133c) (dormancy survival regulator), membre du système à deux composants DosR-
DosS. S  a a e a c i i e a  i  c e  de 50 g e  f mant 
ensemble le régulon DosR. Des stimuli externes comme la diminution en oxygène ou des 
c e  ag e i e  d i e  a  h e, e e  e de i i e e  e de de 
carbone sont perçus par des protéines kinases senseurs (DosS ou DosT) qui phosphorylent 
la protéine régulatrice DosR (Boon & Dick, 2012; Voskuil et al., 2003). La délétion de dosR 
('dosR) empêche cette induction et diminue la viabilité de Mtb en condition de stress. Ces 
expériences in vitro  d  e e e e ie  d  g  D R da  e a age d  
fonctionnement aérobie à un fonctionnement hypoxique lors de ada a i  e  a ie de M b 
 a  de dormance. In vivo, i ica i  de D R a g e  é controversée. De fortes 
variations phénotypiques ont été observées entre les modèles animaux utilisés : souris, lapins, 
ou cochons d I de (Converse et al., 2009). Celles-ci peuvent être en partie expliquées par 
ab i e e  de i  e  de pathologies bien distinctes entre homme et ces modèles 
animaux. En particulier, les lignées de souris utilisées comme modèles ne forment pas toujours 
des granulomes bien organisés et hypoxiques. Ces études témoignent de la complexité des 
interactions hôte/pathogène et de i a ce d  ch i  d  d e a i a  utilisé pour chaque 
étude. 
  
Si les a e  c ce  de i fec i  sont à ce jour relativement bien c i e , i  e  e  a  
de même pour les interactions entre le système immunitaire et le pathogène lors de l i fec i  
ch i e. De a i e g a e, da  5  10 % de  ca  d i fec i , i g i  d  g a e 
e  a  ai e e e  a structure est rompue. Ceci peut provenir de déficits immunitaires, 
comme par exemple le défaut des LT CD4+ chez les personnes atteintes du VIH, d  âge 
avancé, ou bien atteintes de problèmes rénaux ou de diabète. La perméabilité du granulome 
est alors diminuée et son contenu est libéré. L g e e  de ea  acce ib e, permettant 
la réactivation des bacilles tuberculeux. Des bactéries libres disséminent et peuvent atteindre 
a b e e i a i e. L i f a a i  a ci e g e a c e de  i  onaires, et le 
malade développe une pathologie active, symptomatique et contagieuse où les bactéries sont 








En plus des changements de leur métabolisme, les bactéries dormantes possèdent une paroi 
cellulaire apparaissant plus dense, leur conférant une résistance accrue aux molécules 
bactéricides. Lorsque g e e  de ea  acce ib e, de  i e  R f (resuscitation-
promotin factors) sont impliquées dans la sortie de dormance de Mtb (Rosser et al., 2017). 
Cinq gènes rpf (A  E) c de  de  e e  d h d e d e  de a a i ce ai e, a e 
essentielle pour le rétablissement des activités métaboliques et réplicatives lors de la 
réactivation (Cohen-Gonsaud et al., 2005; Hett et al., 2010). L ac i  de ces protéines Rpf 
semble cumulative. En effet, le taux de réplication diminue en fonction du nombre de délétions 
de gènes rpf : ; e d b e a  'rfpAB montre une morphologie différente et une déficience  
dans la réactivation (Russell-Goldman et al., 2008), les triples mutants 'rpfABC ou 'rpfACD 
acc ag e  d  a  a i a  de ica i  e  de la réactivation, et ce, même en cas 
de e i  i i ai e de h e (Biketov et al., 2007).  
 
Les protéases Clp, qui dégradent les protéines intracellulaires mal repliées, sont elles aussi 
importantes lors de la réactivation. Les deux Clp de Mtb (Clp1 et Clp2) sont codées par deux 
gènes, membres du même opéron, et régulés par le régulateur Rv2745c, ClgR (Clp protease 
gene regulator). McGi i a  e  c .   e ab e ce d e e i  de  a e  C 1 
et 2 conduit à la mort des bactéries dans des conditions de ré-aération (McGillivray et al., 
2015; Peddireddy et al., 2017).     
  
La f a i  d  g a e e  e a gie d e a  h e  i ge  e a h g e e  
c e  i fec i . Toutefois, pour la bactérie, les macrophages infectés au sein desquels 
elle se maintient en se répliquant très lentement, représentent une niche écologique majeure, 
ce qui en fait le principal réservoir de Mtb (Cohen et al., 2018; Russell et al., 2010).  
 
 
3. Interactions de Mtb avec les macrophages 
 
Parallèlement à la mise en place du granulome et des différents types cellulaires qui le 
composent, les macrophages sont en interaction directe avec Mtb. Ces phagocytes 
fe i e , cia i  da  i i a i  de  c  a ge , de    arsenal 
de mécanismes moléculaires bactéricides i  e  e i e  la phagocytose. La 
particularité des bactéries pathogènes intracellulaires comme Mtb est leur capacité 
d ada a i  face a  ag e i  de h e. E a  da  ce e iche a ic i e, M b e  













Figure 13. Maturation du phagosome. 
Après sa reconnaissance par les récepteurs membranaires du macrophage, la bactérie est 
phagocytée et internalisée dans un phagosome. La maturation phagosomale se fait en 
ie  a e . Le hag e f i e a ec e d e c ce e  f e e hag e 
précoce, marqué par la présence des protéines Rab5, EEA1 et hVps34. Le phagosome 
précoce devient légèrement acide (pH 6,1 6,5) par l'action de la V-ATPase qui s'accumule sur 
sa membrane. A  f i  a ec e d e a dif, e phagosome tardif est marqué par la 
présence de Rab7 et LAMP2. Le lumen du phagosome tardif devient plus acide (pH 5,5 6,0), 
en raison de l'action d'un plus grand nombre de molécules de V-ATPase sur la membrane. 
Enfin, le phagosome tardif fusionne avec le lysosome. Le phagolysosome ainsi formé possède 
un pH intra-vésiculaire acide (pH 4,5 5,5) et contient de nombreuses enzymes lytiques, dont 
diverses cathepsines, protéases, lysozymes et lipases. Un autre composant microbicide du 
phagosome est la NADPH oxydase qui génère des espèces réactives de l'oxygène.  




3.1. Maturation du phagosome et inhibition de la fusion phagosome/lysosome 
 
A  i e a i a i , e  age  a h g e   i g  da  e ac e a e e 
« phagosome ». Cet espace subit des événements de fusion séquentielle avec des 
endosomes (précoces puis tardifs) et des lysosomes pour acquérir des propriétés microbicides 
et exposer les pathogènes à un environnement toxique. Ce processus de maturation est 
gouverné par de petites protéines, les GTPases Rab. Ancrées aux membranes, elles 
a ici e  a  ec e e  d effec e  e  fa isent la fusion avec les vésicules endosomales 
e  a e . D  i  de e e i e a , e e  e e  de a e  de 
développement phagosomal : par exemple, Rab5 est recruté lors de la formation du 
phagosome précoce ; le phagosome tardif est quant  i d fi i a  ac i i i  de a GTPa e 
Rab7 (Gutierrez, 2013; Via et al., 1997; Vieira et al., 2003). La maturation phagosomale se 
conclut par la formation du phagolysosome (fusion phagosome-lysosome) caractérisé par une 
chute importante du pH. Celle-ci e  ca e a  acc a i  d e e  , 
appelée V-ATPase (ATPase vacuolaire), sur les membranes vésiculaires. La valeur du pH 
passe ainsi de 7 (milieu extracellulaire) à environ 4,5 (phagolysosome mature). L'acidité 
phagosomale limite directement la croissance microbienne et i e ac i  de di ai e  
d h d a e  (protéases, lipases, nucléases, glycosidases, phosphatases), une classe 
d e e  ca a a  a d g ada i  de di e  c  bi gi e  (Flannagan et al., 2012) 
(Figure 13). 
Une des principales particularités de Mtb est sa capacité à inhiber la maturation des 
phagosomes en empêchant la fusion avec les lysosomes (Goren et al., 1976). Les propriétés 
d  hag e c bac ie  c e de   ce e  d  hag e i a e d  a 
formation re e b e  a e c ce. Ce phagosome immature présente la protéine Rab5 
à sa périphérie, une acidification incomplète (pH entre 6,3 et 6,5) et e  c e ce ab e ce 
d h d a e  a e  (Sturgill-Koszycki et al., 1994). Plusieurs éléments montrent que cet 
a  effec e a a  a f i  e e e hag e e  e d e a dif (Via et al., 1997). Le 
recrutement des protéines effectrices hVps34 (host vacuolar protein-sorting 34), une 
phosphoinositide 3-kinase (PI3K), et EEA1 (early endosome antigen 1), qui interagissent avec 
Rab5 et sont habituellement nécessaires à la poursuite de la maturation phagosomale (Lawe 
et al., 2002), est perturbé ou ne se fait pas (Fratti et al., 2001). La kinase hVPS34 génère du 
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), un lipide régulateur impliqué dans le trafic 








Une des stratégies principales de Mtb est de retirer, de manière directe (SapM) ou indirecte 
(ManLAM), les PI3P des membranes. La phosphatase lipidique SapM, un facteur de virulence 
sécrété par Mtb (Zulauf et al., 2018), déphosphoryle le PI3P et interfère avec le recrutement 
e  a ache e  d EEA1. Le a  'sapM de Mtb entraine une infection très atténuée et une 
capacité réduite à se développer dans des macrophages THP-1 et in vivo dans les tissus de 
c ch  d I de ( , f ie, a e) (Puri et al., 2013). Le composé de surface ManLAM de 
M b e b e a i  de  effe  e . I  e d e a  a di i i  d  f  ca cique 
intracellulaire (Ca2+), i di e ab e  ac i i  d e e e e ettant le recrutement de 
hVPS34 (Vergne et al., 2003, 2005). D a e a , a fi a i  d  Ma LAM  e  ce e   
mannose (MR) des macrophages humains inhiberait la fusion membranaire phagosome-
lysosome (Kang et al., 2005).  
 
L de de We i  e  c . a  e de  LAM aie  i  a  i ea  de a ef e  
membranaires spécialisées dans les voies de signalisation (lipid rafts) (Welin et al., 2008) 
créant des désorganisations membranai e  e  i hibi i  de a a a i  hag a e 
(Vergne et al., 2014; Zhou et al., 2019). La sérine/thréonine kinase G (PknG) de Mtb a un rôle 
e e ie  da  i hibi i  de a f i  hag e-lysosome (P-L). PknG est une protéine 
sécrétée dans le phagosome qui confère un avantage de survie aux mycobactéries. En 
utilisant une protéine marqueur du lysosome, LAMP (lysosomal-associated membrane 
ei ), Wa b ge  e  c .   e i ac i a i  de Pk G ca i e M b e  M. bovis BCG 
dans des phagosomes LAMP-positif (autrement dit, des phagolysosomes), par rapport aux 
souches contrôles sauvages (phagosomes LAMP-négatif). En outre, la production de PknG 
par une souche recombinante de la mycobactérie non-pathogène M. smegmatis améliore 
c id ab e e  a ie  i ie  de  ac hage  (Walburger et al., 2004). Le 
ca i e d ac i  a  e e  Pk G e che a f i  P-L e  d e da  d e i e 
Rab7 et semblerait inhiber la conversion Rab7L1-GDP/GTP (Pradhan et al., 2018). 
 
 
3.2. Mécanismes bactéricides du macrophage et résistance de Mtb 
 
3.2.1. R a ce  ac d  d  hag e 
 
L acidifica i  d  hag e e   ca i e bac icide ca  e c  de  e  
e d age  ADN, e  i e , les lipides et perturber les réactions chimiques (Vandal, 
Nathan, et al., 2009). Dès la fusion avec e d e c ce, e c a i e  hag a  
voit son acidité augmenter (son pH diminue) (Figure 13). Au fur et à mesure du processus de 






V-ATPases (vacuolar H+-ATPases) i, g ce  h d e de ATP, f  a e e  e   
(H+) à travers la membrane, acidifiant le phagosome. Le blocage de la fusion P-L a, entre 
autre, pour conséquence d i hibe  acc a i  de  V-ATPases aux membranes 
hag a e . L ab e ce de ce  e  abi i e e H d  hag e c ce 
mycobactérien entre 6,1 et 6,5 (Sturgill-Koszycki et al., 1994). Néanmoins, Mtb dispose 
d a e  ca i e   c e  acidi  e i a e ca , a  ac i a i  de  
ac hage  ( a  e e e, i e  e i i   IFNJ), la fusion P-L effec e e  e 
c a i e  fi a  acidifie  a ei d e  H de 4,5  5 (Uribe-Quero & Rosales, 2017).  
 
Mtb peut résister dans un milieu de culture à pH 4,5 tout en maintenant son pH intracellulaire 
à 7 (Zhang et al., 1999). Son enveloppe particulière joue un rôle important dans ce maintien. 
Effec i e e , ie  de  e  e e i  de g e  i i  da  a h e 
de i ide  e  d e  de a paroi (Rohde et al., 2007), et également des mutants de Mtb et 
M. smegmatis e ib e   acidi  de  de  a i  da  de  g e  i i  da  
les composants de la paroi (Tran et al., 2005; Vandal, Roberts, et al., 2009). Par exemple, des 
mutants des protéines OmpA (outer-membrane protein A) ou Rv3671c (protéine 
membranaire) ont toutes deux des phénotypes de croissance réduite en macrophages et dans 
des souris infectées par Mtb (Raynaud et al., 2002; Vandal, Nathan, et al., 2009). Mtb possède 
d a e  ca i e   e  face  acidifica i  d  i ie . I  c e a  e e e e 
tyrosine phosphatase, PtpA, ca ab e d e che  a e b age de a V-ATPase en 
interagissant directement avec la sous-unité H de ce complexe, entrainant la 
d h h a i  d e i e de h e i i e da  e afic ic ai e, VPS33B (Bach 
et al., 2008; D. Wong et al., 2011). Notre équipe a démontré que Mtb est en mesure 
d h d e  a a agi e, via l ac i  de a a agi a e A A, g a  de a ia e 
(Gouzy et al., 2014). Celui-ci e a i e e H acide d  c  bac ie  e  a i de e ace 
phagosomal après avoir été exporté, via OmpA (Song et al., 2011), dans le milieu phagosomal. 
Le relargage de composés basiques e   ca i e d a ca inisation du milieu aussi utilisé 
che  d a e  a h g e  (H. pylori, S. typhimurium, Campylobacter jejuni) chez qui des 
asparaginases ont également été mises en évidence (Hofreuter et al., 2008; Kullas et al., 2012; 
Shibayama et al., 2011).  
 
Les phagocytes utilisent tout un arsenal de molécules microbicides auquel Mtb doit faire face. 










3.2.2. R a ce a  e ce  ac e  de g e e  de a e 
 
Le hag c e d i  de  e ce  ac i e  de g e (ROS, reactive oxygen species) et 
de a e (RNS, reactive nitrogen species). La f a i  de ROS e  di e a  e e 
NOX2, une NADPH oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase) située à 
la membrane des phagosomes. Cette enzyme génère, du côté phagosomal, des ions 
superoxyde O2-, i agi e  a  H acide e  f e  d  e de d h d g e H2O2 puis 
des radicaux hydroxyles OH- (Bedard & Krause, 2007). L e e iNOS (inducible nitric oxyde 
synthase),  NOS2, d i  a   e e de  adica  de de d a e NO e  d  di ide 
d a e NO2 (Nathan & Shiloh, 2000). O2- et NO peuvent aussi réagir ensemble et former un 
a e c   i e, i  e i i e HNO3- (Beckman et al., 1990). Ces molécules 
hautement réactives interagissent et déstabilisent par oxydation de multiples composants 
biologiques (acides nucléiques, lipides, protéines) conduisant à leur destruction.  
 
Du côté mycobactérien, Mtb produit des enzymes de détoxification pour résister contre le 
i  da  de ce  c e . Pa  e e e, ac i  e gi e d d d c a e  
permet de reverser la formation des ions O2-. Les deux superoxides dismutases SodA et SodC 
catalysent la conversion des ions O2- en H2O2 puis, la catalase/peroxydase KatG décompose 
H2O2 e  g e e  c e  d ea . Le  d i  de katG et sodC provoquent 
respectivement une hypersensibilité au peroxyde d h d g e e   i  e de (Ng et al., 
2004; Piddington et al., 2001). D a e  e e  interviennent dans la détoxification à la fois 
des ROS et RNS telles que AhpC (alkylhydroperoxide reductase subunit C), AhpD 
(thioredoxin-related oxidoreductase), DlaT (dihydrolipoamide acyltransferase) et Lpd 
(lipoamide dehydrogenase) (Ehrt & Schnappinger, 2009). 
 
La plupart des bactéries et cellules eucaryotes synthétisent des peptides organiques, appelés 
hi , cia i  da  e ai ie  de a  ed . M b d i  de  c hi  (MSH), de  
antioxydants pouvant maintenir le cytoplasme à un état réduit (Newton et al., 2008). Aussi, 
i ac i a i  de e e d c a e C H che  M b, i a e  a i i ation du soufre 
et la production de mycothiols, atténue la virulence par rapport à ce e d e souche sauvage 







3.2.3. Echappement du compartiment phagosomal 
 
I  a  ad i , e da  de b e e  a e , e M b idai  e c i e e  da  e ace 
hag a   i ie  de  ac hage . N a i  ce d g e a  c e . I  e  
maintenant clair que les mycobactéries pathogènes comme M. marinum, M. leprae et Mtb 
peuvent accéder au cytosol des phagocytes (Stamm et al., 2003; van der Wel et al., 2007). Ce 
mécanisme est donc une échappatoire face aux différents stress rencontrés dans le 
phagosome. Le mécanisme par lequel Mtb parvient à rejoindre le cytosol fait intervenir le 
système de sécrétion de type VII (T7SS), ESX-1 (ESAT-6 secretion system-1) (K.-W. Wong, 
2017). In vitro, ESX-1 e  a  e e ie   a c i a ce de M b, e  e a che, i  e  in vivo 
(Hsu et al., 2003). E  effe , de de a  de  We  e  c . a  e M b e  M. leprae sont 
ca ab e  de ej i d e e c  de  ac hage  a  de  j  d i fec i  a  e a 
souche vaccinale M. bovis BCG ayant perdu RD-1 reste internalisée (van der Wel et al., 2007). 
ESX-1 permet la sécrétion de protéines très immunogènes telles que CFP-10 (10 kDa culture 
filtrate protein) co-sécrétée avec ESAT-6 (6 kDa early secreted antigenic target) (J. Smith et 
al., 2008). Cette dernière a une activité lytique sur les membranes biologiques et serait, en 
partie, responsable de la rupture de la membrane phagosomale. Des travaux plus récents ont 
i  e  ide ce e acc  a  c  e  d e da  de c  i idi e  de e e e 
mycobactérienne, comme le PDIM (phthiocerol dimycocerosates), un rôle en synergie avec 
ESX-1 (Augenstreich et al., 2017; Quigley et al., 2017). 
 
 
3.2.4. Induction et contrôle de la mort cellulaire 
 
Les macrophages infectés peuvent entrer dans un processus de mort cellulaire, de type 
apoptose ou nécrose (Bussi & Gutierrez, 2019; Queval et al., 2017). 
L a e,   ce ai e g a e, e   ca i e i e ei  a di i a i  
du pathogène et contribue à sa destruction. La mort de la cellule est un phénomène contrôlé 
dans lequel le cytoplasme et autres composants cellulaires ne quittent pas la cellule mourante. 
Celle-ci reste immunologiquement silencieuse (non-inflammatoire). L a e est 
dépendante des protéines caspases et induit une mort par fragmentation de la cellule en corps 
apoptotiques. Ceux-ci, contenant le pathogène, sont ensuite i i  a  d a e  ce e  
hag c ai e . Ce ce  d i i a i  de f ag e  de ce e  a i e  a   
« efferocytose » (Vandivier et al., 2006). Plusieurs composants de Mtb sont capables d i d i e 
 d i hibe  a e d e ce e. Ce  a ec   e c e c e  ce e da  
i hibi i  de a e a  M b e  e e ie le pour survivre et se multiplier dans les 






réponses immunitaires innées et adaptatives, qui seraient défavorables pour Mtb. La 
serine/théronine kinase PknE altère la réponse immunitaire en inhibant la voie de signalisation 
i i e de a e, faci i ant ainsi la survie de Mtb (Kumar et al., 2011; Molle et al., 
2003). L  Rv3361c-Rv3365c de Mtb est surexprimé en c di i  d infection. Rv3364c a 
e ac i  e i e de a e via i hibi i  de a ie d ac i a i  de a ca a e-1 
(Danelishvili et al., 2012).  
 
L i hibi i  de a e fa i e i d c i  de a c e de  ac hage  i fec  a  M b. 
La nécrose engendre des dommages irréversibles de la membrane plasmique détruisant 
i g a i  de a ce e. Ce e  ce ai e i c e e  i d e da e de  ca a e . La 
nécrose est un mécanisme déclenché par Mtb pour échapper au système immunitaire et pour 
se di i e . L ac i a i  de a  ce ai e e  e  a ie g e par des composés 
lipidiques appelés écosanoïdes tels que la prostaglandine E2 (PGE2) et la lipoxine A4 (LXA4). 
La première a des propriétés pro-apoptotiques et la deuxième pro-nécrotiques, 
respectivement (Behar et al., 2011; M. Chen et al., 2008). La balance entre ces lipides est 
a e  d i fec i  de ac hage  a  M b. E  effe , M b H37R  i d i  a d c i  de 
LXA4 a a   c e ce i hibi i  de COX-2 (enzyme générant PEG2). Ce phénomène 
serait dépendant de la sécrétion de phospholipases C par Mtb. Egalement, Rv3903c ou CpnT 
(channel protein with necrosis-inducing toxin) est une protéine de la membrane externe de 
Mtb dont la partie C-terminale peut être clivée. Libérée dans le milieu de culture, cette protéine 
est toxique et induit la mort cellulaire par nécrose (Danilchanka et al., 2014). 
 
 
3.2.5. Immunité et virulence nutritionnelles 
 
Le phagosome est un environnement inhospitalier où les ressources sont restreintes. Les 
bactéries nécessitent des nutriments pour se répliquer et alimenter leurs besoins 
métaboliques. Une stratégie pour limiter la croissance des pathogènes est de réduire les 
ressources disponibles. La modulation de la disponibilité en nutriments affectant la croissance 
des pathogènes a été nommée « immunité nutritionnelle » (Hood & Skaar, 2012; Weinberg, 
1978). La d g a i  de i ib e a i e a  h e e   de  e  de ce e 
immunité nutritionnelle. Ainsi, des patients atteints de malnutrition ou carencés en métaux 
présentent des déficiences immunitaires, avec pour conséquence une mauvaise élimination 
des agents pathogènes (A. S. Prasad, 2012; A. S. Prasad et al., 2007; Solomons, 2007). De 
plus, les cellules immunitaires sont capables soit de carencer les pathogènes intracellulaires 
en métaux essentiels, soit, au contraire, de les intoxiquer via l acc a i  de c ce a i  






e  de a i i  e e ie  a  bac ie  i ,  he e ac e e, bie  d c i  pour 
participer à i i  i i e e.  
 
 
3.2.5.1. Immunité nutritionnelle : a  de a  e  fer et 
manganèse 
 
L i i  itionnelle a initialement été mise en évidence avec le fer, puis pour le 
manganèse (Kochan, 1973). Au niveau de la membrane phagosomale, le transporteur 
NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage protein 1) et la ferroportine retirent les 
ions Fe2+ du compartiment où se trouvent les bactéries, limitant ainsi a  e  ions 
nécessaires à sa survie. Ce phénomène pourrait expliquer pourquoi, bien avant ces études, 
Armand Trousseau avait montré que des compléments alimentaires riches en fer 
augmentaient la fréquence des rechutes chez de  a ie  e e e a  d e be c e 
active (Skaar & Raffatellu, 2015). Le manganèse est également un métal indispensable aux 
pathogènes comme Streptococcus pneumoniae (Dintilhac et al., 1997) Yersinia pestis 
(Bearden & Perry, 1999), Streptococcus pyogenes (Janulczyk et al., 2003), Brucella abortus 
(Anderson et al., 2009), Staphylococcus aureus (Kehl-Fie & Skaar, 2010). Le transporteur 
NRAMP1 peut aussi faire sortir les ions manganèse du compartiment phagosomal et les 
macrophages produisent une protéine, la calprotectine (CP), qui agit comme arme 
antimicrobienne en chélatant le manganèse (Corbin et al., 2008; Damo et al., 2013; Hayden 
et al., 2013).  
 
Pour répondre à ces carences en fer ou manganèse, les bactéries intracellulaires produisent 
des transporteurs capables de récupérer et stocker des métaux. Ainsi, de nombreux 
pathogènes produisent des sidérophores capables de piéger le fer déjà lié par des protéines 
de h e comme la transferrine. Les deux pathogènes respiratoires Acinetobacter baumannii 
et Neisseria meningitidis ont adapté des systèmes « de piratage » spécialisés dans la 
c a i  d  a ga e di ec e e  i  a  ch a e  de h e e  e i a  de  
récepteurs à leur surface capable de reconnaître le complexe calprotectine-métal pour 
b i e  e i e e a  e  e a ie  (Hood et al., 2012; Stork et al., 2013). Des études 
 e  g a e  a c i i e  ce a  de h a ie d  a g e (M R e  
M R) e e  e  ide ce i a ce de  a e  d i  d  a ga e M H e  
MntABC chez M. tuberculosis (Pandey et al., 2015) et MumT chez A. baumannii (Green et al., 
2020), respectivement. De i a  ca i e  de ca e d  fe  e  de h e, a  e e e, 
sont mis en place par Mtb. Certains de ces acteurs sont décrits dans la deuxième partie (voir 






3.2.5.2. Immunité nutritionnelle : intoxication par le zinc ou le cuivre 
 
Le c ce  d i i  i i e e a plus récemment été étendu à i i a i  de a  
comme a e  d i ica i . Ainsi, les cellules phagocytaires peuvent accumuler rapidement 
de  a i  i a e  d i  a i e  da  e  ic e  d e d c e.  Un tel « burst » 
d i  a i es a été établi pour le cuivre (Neyrolles et al., 2015; Shafeeq et al., 2011; Ward 
et al., 2010) et le zinc (Botella et al., 2011) i e  i fec i  a  M. tuberculosis mais aussi 
H. pylori (Waidner et al., 2005), S. typhimurium (Achard et al., 2010; Osman et al., 2010), E. 
coli ou encore le pathogène fongique Aspergillus fumigatus (Cai et al., 2018). Les 
c ce a i  de ce  a    e e  da  e  ac e  d e d c e de 
macrophages infectés par M. tuberculosis. Elles sont multipliées par dix et atteignent 400 à 
500 PM (Wagner et al., 2005). Par ailleurs, les deux cations ne semblent pas être injectés dans 
e hag e da  e  e  fe e  de e  d i fec i . Le ic a if d i  c i e  
e fai   a ide e  (d j  e  a  1h d i fec i ), a  e e ic de  i  i c e  
mesuré à 24h post-infection. Deux protéines sont nécessaires pour la détoxification du cuivre 
dans la virulence de Mtb : CtpV, une Cu-ATPase (voir partie 2 - 4), et MctB (mycobacterial 
copper transport proteins B). Intégrée dans la membrane plasmique, CtpV permettrait de faire 
sortir le Cu du cytosol vers le périplasme, ensuite pris en charge par MctB trouvée dans la 
membrane externe. Les simples mutants 'ctpV et 'mctB accumulent tous deux du cuivre.  
La présence de MctB est requise pour la pleine virulence chez le c ch  d Inde (Ward et al., 
2010; Wolschendorf et al., 2011). Notre équipe a mis en évidence une autre P-ATPase, CtpC, 
impliquée dans la résistance au zinc de Mtb (Botella et al., 2011). L e e i  de ctpC est 
induite par le zinc et dans les macrophages. Le mutant 'ctpC accumule du zinc tandis que sa 














Figure 14. Tableau périodique des éléments 
(d a  National Center for Biotechnology Information. PubChem Database. Periodic Table 




 Partie 2 : METALLOBIOLOGIE ET INFECTIONS BACTERIENNES 
 
1. Métal et monde vivant 
 
P e   igi e de a e e, e  a   de  c  a e  de a c e e e e 
et sont trouvés dans de nombreux types de roches. Ces éléments sont omniprésents au sein 
de toute la biosphère jouant un rôle prépondérant à la vie sur terre. Ils forment la classe la plus 
nombreuse du tableau périodique des éléments (Figure 14). Celui-ci est divisé en trois grandes 
classes : les métaux, les métalloïdes et les non-métaux. Sur les 110 éléments, 86 
appartiennent aux métaux, 7 aux métalloïdes et 17 aux non-métaux. La classe des métaux est 
elle-même sous-divisée en six groupes : les métaux alcalins, métaux alcalino-terreux, métaux 
de transition, métaux pauvres ainsi que les lanthanides et les actinides.  
Bie  e e  da   e  c a i e  de e i e e ,  ce  a  di  
« lourds » pour leur densité supérieure à 5 g/cm3 sont trouvés en quantité très faibles dans la 
matière vivante et sont aussi appelés « éléments traces métalliques » (ETM) (Leland et al., 
1977). Ils partagent des p i  c e  e e a  de e  di i g e  d a e  e i  
chimiques. 
 
Une première caractéristique, conséquence de leur faible état volatil et de leur caractère non-
bi d g adab e, e  e  ca aci  d acc a i . A -de  d  e i  c i i e ( a iable selon le 
a , ga i e  e c a i e  c id ) e  a  d  de ie e  i e   
e  e  i a  i  e  a  i  e  cha ge e /  ac  h  de  ce e . Ce e ici  
peut être observée même à des concentrations relativement faibles (de quelques Pg/kg à 
quelques mg/kg en fonction du métal) (WHO, 2017). En effet, la toxicité de chacun des métaux 
lourds ne dépend pas seulement de sa concentration mais également de sa biodisponibilité 
da   e i e e  d , de a cia i  d  a , c e -à-di e a  chi i e  
lequel il est trouvé dans cet environ e e , de  a  d da i  e  de  iai  i  a 
former avec les ligands. Les organismes vivants présentent une sensibilité à chacun des 
métaux lourds qui leur est propre. Toutefois, tous les êtres vivants, aussi bien procaryotes 
e ca e , t sensibles aux métaux si ceux-ci se retrouvent en trop forte concentration. 
Pa  e e e, che  h e, de  ca a he  c gi e  a a  e a  acc a i  de 
a    igi e de a h gie  cifi e . L e de   c e  e  i ica ion par 
le plomb, communément appelée « saturnisme » provoquant de sévères effets, en particulier 
 e ce ea  e da  e d e e e  d  f  e  d  je e e fa , c d i a   de  
a a i  de  ca aci  c g i i e  e    e a d e a . D a e  ements marquants 






une intoxication par le mercure provoquant également des séquelles neurologiques graves, 
ou encore la maladie du pied noir à Taïwan (1960), consé e ce d e i e e  de ea  
a  a e ic, a ec de  effe   e  ai ea  a g i  de  e b e  i f ie  e ai a  
e ga g e g e i e. L e i i   a e ic  g e e de  e e  i a  da  
ce e gi  fai  bje  de b e e  tudes actuelles suite à b e a i  d e f e 
incidence de cancers dans la population exposée (C. J. Chen et al., 1985; Lan et al., 2011). 
 
L e e b e de  a  d  e  h g e e  i  e e e  a  e c a  i e e  
e  e  de i . Mi   a  e fai  i  ie  e e e  i e   e  ga i e  
i a , ce ai  a  c e e cad i , e e c e  e b  aucune fonction 
bi gi e e e ie e. E  e a che, d a e   i di e ab e    ga i e  e 
b  d e e  de  ce  bi gi e . O  di i g e d e a  de  a  bi gi e  
majeurs (Ca, K, Mg, Na), qui sont les plus abondants et font partie des macronutriments, et 
d a e a  de  ig e  e e ie  bie  e e   de  c ce a i  e e e  
plus faibles (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, W, Zn) (O e  & O Ha a , 2001). 
 
La classification des métaux la plus pertinente se base sur leurs propriétés chimiques ainsi 
que sur leur tendance à former des complexes métal-ligand. Suggérée en 1958 par Sten 
Ahrland et introduite par Ralph Pearson dans les années 1960, elle prend en compte la stabilité 
des métaux complexés avec des biomolécules (Ahrland et al., 1958). En effet, dans ces 
c e e  e  a  j e   e d acide (  de Lewis ») tandis que le ligand sert de base 
dans le cadre des équilibres ou réacti  d d -réductions. Un acide dit de Lewis possède 
e ac e ec i e e da  e i  chi i e ce ib e d acce e   d b e  
d ec  (d  a  e ba e de Le i ) et de créer des liaisons. Trois catégories de ces 
acides ont été établies et  eg  e  e  a  a i e, a  d da i , 
polarisabilité et électronégativité (Nieboer & Richardson, 1980) : 
 
- Les métaux définis comme « acides/métaux durs    a  d da i  e , e 
polarisabilité faible et une forte électronégativité favorisant les interactions 
électrostatiques. Ils sont généralement peu volumineux, très chargés et ont une 
f e ce  e  iga d  d  a e d e  e  g e (OH-, CH3COO-, CO32). 
 
- Les métaux dits « acides/métaux mous » qui, a contrario,   a  d da i  faib e, 
une faible électronégativité mais sont fortement polarisables. Beaucoup plus large, 
i e ac i  a ec de  ba e  e  e fai  a  iai  de c a e ce. Ce  i e ac i  très 
ab e  e  e  i e ib e   fa i e  a  affi i  de  acide   e e  e  






- Enfin, il existe une catégorie dite « intermédiaire ». Les éléments qui la composent ont 
des propriétés ambivalentes qui leur permettent de réagir et former des complexes stables 
avec de  iga d  de e  ca g ie , a i bie  c  d g e e d a e  de 
soufre. Cette propriété les rend difficile à distinguer entre métaux durs ou mous. Ces 
métaux sont souvent appelés « métaux de transition » (Irving & Williams, 1953). 
 
 
2. Les métaux de transition 
 
En biologie, ce sont les « métaux de transition » qui jouent un rôle significatif. Ces éléments 
sont au nombre de 38 (colonnes 3 à 12 du tableau périodique des éléments) hormis quelques 
e ce i  ( a e ci  e  ci ). L O ga i a i  M dia e de a Sa  (OMS) a dressé la 
i e de  a  e e ie   h e. Le  e  e  fai a  a ie  e ch e (C ), 
le cobalt (Co), le cuivre (Cu), le fer (Fe), le magnésium (Mg), le manganèse (Mn), le molybdène 
(Mo), le nickel (Ni), le sélénium (Se) et le zinc (Zn) (FAO; WHO, 1996).  
 
De manière générale, ces éléments sont essentiels pour toute forme de vie et apparaissent 
dans la première ligne des métaux de transitions sur le tableau périodique. Ils présentent une 
sous-couche électronique incomplète (excepté le zinc) pouvant former des cations et établir 
de nombreux types de liaisons puis, à terme, de former des complexes moléculaires de 
c e  a iab e . Ce e i  de e e e  gai  d ec   c e da  a a e, 
leur confère une activit   i a e da  e e ie  d d -réduction. Ils ont la capacité 
à échanger des électrons  d  g a d b e de ac i  ab i e  (réplication et 
a c i i  de ADN, d c i  d e gie, h d e, e iration, photosynthèse, etc.). 
Leurs multiples interactions potentielles guidées par une grande versatilité aux niveaux 
atomique, moléculaire, assemblage de complexe macromoléculaire, la spéciation propre à 
chaque métal ainsi que leur implication biologique leur confèrent des caractéristiques uniques 
et rendent ces éléments essentiels à la vie. Ainsi le cuivre joue un rôle important comme co-
fac e  d e e  a i da e  ( e ide di a e)  i i e  da  a e i a i  
(oxydases du cytochrome c), ainsi que pour de nombreuses enzymes périplasmiques chez les 
bactéries (Hodgkinson & Petris, 2012). Le magnésium stabilise de nombreux complexes 
protéiques et transporteurs ainsi que les membranes (Groisman et al., 2013). Le nickel est 
essentiel à des enzymes telles que les uréases, les hydrogénases (Boer et al., 2014). Le 
manganèse est impliqué dans des oxydases, nitrogénases et réductases de nitrate. Le 
molybdène est un cofacteur enzymatique essentiel (Iobbi-Nivol & Leimkühler, 2013). Retrouvé 
 de  f e  d da i  (Fe2+ et Fe3+), le fer est un co-facteur très utilisé dans les 






A contrario, e i c di ib e   e  a  d da i  e  a  i i   e a fe  
d ec , ai  ie   e c a  e e ie    g a d b e d e e  e  i e  
(Nordberg & Nordberg, 2016).  
 
Dans la suite, nous focaliserons notre attention sur e  a  de a i i  d  e e ia i  
est certaine. A cause de la dualité essentialité-toxicité, les quantités de ces métaux dans les 
cellules vivantes doivent être strictement contrôlées et régulées pour éviter soit une carence, 
aux concentrations trop faibles, soit une intoxication par ces ions métalliques, si leur 
concentration dépasse le seuil de toxicité. 
 
 
2.1. « Métallomique » : un terme nouveau 
 
La science des éléments métalliques est un facteur commun de nombreux domaines 
scientifiques appliqués tels que la biochimie, la chimie (bio)organique, en nutrition, pharmacie, 
ic gie, ag ic e, c gie, c a g a hie,  a ge e  e i e e  e  bie  
d a e . P  a a , e  a a  de ce  diff e  cha  cie ifi e    e  
indépendamment e   de  a e  a  e a  e  ce e  e ce e  e e a i e 
d ifica i  de  c ai a ce  d  d ai e a e g  (Haraguchi, 2004). En 2001, 
a a   e e ce a  de  a  c s à toutes ces études, Williams propose le 
terme de « métallome ». Il est défi i c e a  e e b e de  c e  bi gi e  i e  
à un ou plusieurs ions métalliques et se présente comme un parallèle aux autres « omes » 
déjà décrits dans la littérature (génome, transcriptome, protéome et métabolome). Le 
métallome établit une connexion entre ces différents champs scientifiques. De ce fait, le terme 
de « métallomique  a a  a d   a a a e e  a  e d ai e de a cie ce d di e a  
métaux (Haraguchi, 2004). Le f c i e e  de  ac i  bi gi e  e  gi a  ac i i  
ca a i e d e e  d    g a d b e d e d de  a . Ce  i e   
appelées « métallo-enzymes », plusieurs rôles sont attribués aux métaux contribuant aux 
mécanismes catalytiques. Ils interviennent notamment grâce à leur pouvoir redox, ou encore 
j e  e e de i a , d aide  a ca a e. De , au-delà de la catalyse, ils 
interviennent également dans la f a i  d a  i e diaires des protéines ou encore ils 
e e  e i  de abi i a e  ec a i e  e e a  d ad e  e c f a i  
adéquate. En regroupant les six grandes classes enzymatiques (oxidoréductases, 
transférases, hydrolases, l a e , i a e  e  iga e ), i  a  a  e i  40 % de 
ces enzymes requièrent un métal pour leur fonctionnement optimal (Andreini et al., 2008). Le 
ag i  e  i  a i e e  f e e  i i  da  e f c i e e  de ce  






e  ki a e   a f a i  d a  a i i e ad  a  enzyme mais aussi pour la liaison 
d ATP (Vandenheede et al., 1986).  
E   de e  ac i i  de  e e , e  a  e e  a i da  de  i e ac i  a ec 
les acides nucléiques qui requière  de  c e  ab e   ADN e  ARN (Sigel & Sigel, 
2013). Ils interviennent dans la c e e  e  cha ge e  c f a i e  de ADN 
notamment dans la capacité à se plier et se dérouler. Le Mg2+ est le cofacteur métallique le 
 e  a ec e  acide  c i e . L ADN e   e e  cha g  
négativement pour qui le Mg2+ stabilise la double hélice en interagissant avec les phosphates 
des acides nucléiques et maintient un état compact de la chromatine (hétérochromatine) 
(Anastassopoulou, 2003; Hartwig, 2001). Certaines protéines portent un motif structural dit « à 
doigt de zinc » qui permet e i e ac i  cifi e de iai   ADN (Schwabe & Klug, 
1994). Le rôle catalytique des éléments métalliques est aussi retrouvé pour le fonctionnement 
de ribozymes, des ARN possédant la capacité de catalyser une réaction chimique.  
 
 
2.2. Homéostasie métallique: limitation/privation et 
empoisonnement/intoxication 
 
L ac i i  de  a -protéines dépend directement du taux de métal dans les cellules. 
L h a ie e   e e i i   d ig e   ce  h i gi e e e a  de 
ai e i  i ib e d e c ce a i  a  d e a e  b fi e  ga i e. Da  
le cas des métaux on parle de « métallostasie ». Les métaux ne sont ni synthétisés, ni 
dégradés par les organismes vivants. De plus, ils ne peuvent pas librement traverser la 
barrière physique formée par les bicouches lipidiques des membranes qui séparent le milieu 
intérieur des cellules de leur milieu extérieur. En conséquence, la métallostasie nécessite de 
c e  e e e /  a ie de  a , afi  de e  ai e ir à une concentration optimale 
dans les cellules. De plus, comme à la fois les carences et les trop fortes concentrations en 
métaux peuvent être délétères, il est nécessaire de capturer davantage de métaux en cas de 








Hi i e e , ac i i  bac icide a e e de  a   e i a  a  i i e e dant 
longtemps comme moyen de lutte antimicrobien et ce bien avant la mise en évidence du 
premier antibiotique par Alexander Fleming, qui lui valut le prix Nobel en 1945. Plusieurs 
a ecd e  d i i a i  de a  d a  e -antibiotique ont été rapportées. En effet, 
a ge  e  e c i e nt beaucoup été utilisés pour leur effet antimicrobien notamment pour la 
confection de vaisselle. Au cours de la seconde guerre mondiale, les soldats, aux conditions 
de vie spartiates, jetaient des pièces métalliques dans les récipients contenant des liquides 
c ab e  afi  d i e  e  c a i a i  e  in fine des maladies telles que les 
épidémies de dysenterie qui furent omniprésentes. Dans le domaine phytosanitaire, le 
botaniste français Alexis Millardet a mis au point à la fin du XIXème siècle le sulfate cupro-
calcique, un composé bactéricide autrement connu comme « bouillie bordelaise » longtemps 
i i  a ec ch e e  h d de de c i e  ai e  e  c a i a i  ( a a i e , 
champignons) des vignes et autres grandes cultures. 
 
L a g e a i  de a a e ce de  i fec i  a  de  che  bac ie e  MDR- et XDR-
TB rend les traitements antibiotiques très complexes et de plus en plus limités par les 
antibiotiques existants. Qui plus est, le traitement de base de la tuberculose est très lourd et 
la présence de souches responsable de tuberculoses quasi-incurables est indéniable (voir 
partie 1  1.5.2). De ce fai , i i a i  de  a  c e a e a i e   e  
complémentaires dans le traitement antibiotique est de nouveau envisagée. Avec les progrès 
techniques et la compréhension des propriétés intrinsèques métalliques des dernières 
a e , de  a gie  a i ic bie e   d e e   e f ce  e -
antibiotique. Par exemple, des composés imitant la structure physique du fer sont utilisés pour 
duper les bactéries. Ces éléments, délivrés par des sidérophores (exemples des 
desferrioxamine (DFO) ou entérobactine), imitent le fer mais ne le remplacent pas 
fonctionnellement et contribuent  a  de  chai e  e i a i e  e  a e  
disfonctionnements physiologiques (Banin et al., 2008). De plus, la synthèse de nanoparticules 
chargées en métaux permet de délivrer des métaux directement dans les bactéries. Cette 
libération mène à une entrée massive et toxique de cations métalliques dans le cytosol des 
bactéries (Fayaz et al., 2010; Losasso et al., 2014; Saeed et al., 2020; Sánchez-López et al., 
2020). En effet, des oxydes de cuivre et zinc délivrés par des nanoparticules inhibent la 
f a i  de bi fi  de che  bac ie e  i i a e  e e  Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, espèces bactériennes majeures à 
igi e de  i fec i  nosocomiales (Manoharan et al., 2020). De plus, différentes bactéries 
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus et Deinococcus radiodurans) sont 







2.2.1. Toxicité des ions cuivre 
 
Les cations métalliques tels que le cuivre et le zinc ne sont pas libres dans le cytoplasme. 
L affi i  ec i e d  c i e,   e  de  a  d da i  C (I)/C (II), fai  de i 
le cation le plus efficace pour établir des liaisons avec les molécules organiques. Son potentiel 
ed  e  che de ce i d  c a e e  i  e  a  i , i  e  effec e   c c e ed  
e e e  a  d da i  (I) e  (II) e  e gage  de  ac i  chi i e  de e Fe  e  
Haber-Weiss. Celles-ci, respecti e e  a ac i  d  C (I) a ec e e de d h d g e 
(H2O2) ou la réduction du Cu(II) par un ion superoxyde (O2-), produisent des radicaux 
hydroxyles (HOx) très réactifs avec les molécules biologiques entrainant des dommages aux 
lipides membranaires, aux protéines et aux acides nucléiques (Halliwell & Gutteridge, 1984; 
Mello Filho et al., 1984; Nies & Herzberg, 2013). La liaison du cuivre aux acides aminés, 
soufrés notamment, est considérée comme la cause majeure de la cytotoxicité du cuivre. Ces 
liaisons provoquent des dégradations de structures protéiques. Elles ont été particulièrement 
mises en évidence avec des protéines contenant des clusters fer-soufre (Fe-S) de fonctions 
très diverses (Chillappagari et al., 2010; Djoko & McEwan, 2013; Macomber & Imlay, 2009). 
Cette toxicité explique pourquoi le cuivre est très majoritairement lié à des protéines affines et 
la concentration cytoplasmique en cuivre libre est extrêmement faible (Rae et al., 1999). 
 
 
2.2.2. Toxicité des ions Zinc 
 
En conditions physiologiques e i c a  a  d da i  ce i e ui permet pas de 
a ici e   de  ac i  d d -réduction. La majeure partie du zinc est complexée aux 
cofacteurs enzymatiques et aux protéines pour lesquelles il joue des rôles catalytiques et 
structuraux (Maret & Li, 2009). Son accumulation dans la cellule entraine des compétitions 
a ec d a e  métaux co-facteurs d e e  c . Ce  a ai e  a i a i  i hibe  a 
croissance bactérienne en inactivant des enzymes essentielles. Par exemple, la surcharge de 
zinc inhibe des enzymes clés du catabolisme du glucose (phosphofructokinase et 
glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase) de Streptococcus pyogenes (Ong et al., 2015). 
Chez S. pneumoniae, le stress par le zinc engendre une déficience de Mn2+ via i ac i a i  
de P aA,  a e  d i  de M 2+ (Jacobsen et al., 2011). Chez E. coli, h g e 
de a i a e I Y dD e  a i i ac i e a  a e ce a i e d i  i c da  e 
milieu (Cheng et al., 2014). Les protéines à clusters Fe-S sont impliquées dans divers 
processus physiologiques allant du métabolisme énergétique à la réparation et à la réplication 
de l'ADN. La surcharge de zinc chez E. coli e i ac i a i  de i e  à clusters Fe-






Le maintien de h a ie a i e est orchestré par un grand nombre de protéines 
a ici a  i   i  i   eff  de  a . De a i e g a e, e  ca i e  de 
g a i  i  e  e a e  e de  e  d ac i i i  ie  e i  a d  
métal se trouve en conce a i  i i a e  a iabi i  de ga i e  bie  e de  
i e  de ckage e /  de  e  d e i  ient produits quand le métal se trouve 
en excès, permettant ainsi soit sa neutralisation soit son export hors des cellules.  
 
 
2.3. Systèmes de régulation bactériens 
 
Face au manque   e c  de composés métalliques, les bactéries ont développé des 
ca i e  d ada a i   efficace  (Lemire et al., 2010). Les systèmes bactériens 
i i  da  h a ie a i e d i e  e i i i   a ide e  et des 
protéines de perception (protéines dites « métallo-régulatrices », ou encore « métallo-
senseurs ») permettent de de  a c ce a i  d  a  da  e c a e i i ia  a 





La disponibilité en métaux contrôle e e i  a c i i e e de  g e  c da  (i) de  
i e  i i e  da  a ca e e  i  d i  a i e  , (ii) de  i e  de 
stockage et transporteurs. Ces régulations sont assurées par des protéines dites métallo-
régulatrices ou métallo-senseurs qui modulent la transcription en se fixant à des sites 
opérateurs au voisinage de leurs promoteurs cibles. La fi a i  d  i  a i e a  
métallo- e e  difie ( i i e e   ga i e e ) affi i   leurs sites de fixation 
 ADN. La di ibi i  de  a  de a i i  a ie d  a   a e e  dic e a f ce 
de  affi i  e e  a  e   iga d. La ie d I i g-Williams : [Mn] < [Fe] < [Co] < [Ni] 
< [Cu] > [Zn], illustre la force des complexes d i  a i e  di a e  e   a  a  










De ce fait, la sensibilité et affinité (mesurées en KD) d e i e g a ice e e   
métal apparenté est ordonnée de la façon suivante : KCu > KZn > KNi > KCo > KFe > KMn. Les 
a  d i  C  e  Z   e   ba  a  a  a  a e  a  de a i i , ce i 
impose de réguler étroitement leur biodisponibilité dans les cellules.  
 
Le c i e,  e e e, e  e a  e i  e   a  ib e da  e c asme. Chez 
E. coli, a e ibi i  d  g a e  a c i i e  C eR  i  C + e  de d e d  
zeptomolaire (10-21 molaire) (Changela et al., 2003). CueR g e de  g e  d eff  d  c i e, 
tandis e Z R g e ce  de eff  d  i c e  e e i  de a Z 2+-ATPase ZntA. 
L affi i  de Z R  e i c a d ab d  a e de d e d  fe ai e (10-15) in vitro 
(Reyes-Caballero et al., 2011), puis de d e d  a ai e in vivo (Braymer & Giedroc, 
2014; D. Wang et al., 2012).  
 
 
2.3.2. Mécanismes de régulation par les métallo-capteurs/senseurs 
 
Les métallorégulateurs sont divisés en deux sous-groupes en fonction de la réponse 
déclenchée par la liaison de leur ligand métallique. Le premier contient les régulateurs pour 
e e  e a  i e e e i  g i e. Ce ous-groupe régule les systèmes de 
résistance aux métaux. Pour le second, qui concerne les e  d ac i i i  de  a , 
la fixation du métal sur le régulateur réprime e e i  g i e (Capdevila et al., 2017). 
 
Exemples de protéines régulatrices impliquées dans différents types de régulation : 
Activité transcriptonnelle : Activation  Répression  Dé-répression 















L ac i a i n an c i i nnelle : exemple de ce type de régulation est celui du régulateur 
MerR, responsable de la régulation des gènes permettant la résistance au mercure. En 
ab e ce de e c e da  e c a e, Me R e  i   a e  des gènes cibles où il 
i e a a c i i . L ARN polymérase peut se lier sur MerR, mais le complexe ADN-
MerR-ARN polymérase est maintenu dans une conformation qui empêche le démarrage de la 
transcription. L e e a  d i  e c e a g e e da  a bac ie, e e c e e ie  
MerR induisant un changement allostérique. Ceci réorganise le complexe et ARN érase 
peut initier la transcription des gènes de résistance au mercure (B  e  a ., 2003; O Ha a  
et al., 1989).  
 
La répression transcriptionnelle : le régulateur IdeR (iron-dependent regulator) de M. 
tuberculosis régule l i  d  fe . E  c di i  -ferrémique, IdeR est complexé au fer. 
Sous cet état allostérique, IdeR-Fe est e  i e ac i  a ec ADN et réprime la transcription. Si 
la concentration en fer chute, la liaison Ide-Fe ne se fait plus, la c f a i  d IdeR cha ge 
et la protéine e d ache de ADN. La répression est levée et les gènes codant les systèmes 
d ac uisition du fer sont transcrits (Benjamin Gold et al., 2001; Pohl et al., 1999). 
 
La dé-repression transcriptionnelle : à i e e du cas précédent, le régulateur 
transcriptionnel de la réponse au cadmium, CmtR, de M. tuberculosis e  i   ADN où il 
réprime le promoteur en absence de métal.  L e e de  i  cad i  da  e c a e e  
leur fixation sur le régulateur va changer la conformation de CmtR, le décroche  de a e  
et ainsi e e  a e i . Le a  i d i  d c expression des gènes cibles par un 
mécanisme de dé-répression (Chauhan et al., 2009).  
 
 
2.3.3. Régulation post-transcriptionnelle : stabilité et traduction des ARNm 
 
D a e  ca i e  de g a i  agi ent via la modulation de la dégradation des ARNm 
ou leur traduction. Par exemple, RyhB, un ARN de 90 nucléotides dont la découverte et la 
majorité des études ont été réalisées chez E. coli, affec e a abi i  d ARN  ( g a i  -
transcriptionnelle) et e  i i  da  ada a i   a ca e ce e  fe . Di ec e e  g  a  
e e e  fe i e F , ARN R hB e  a c i   de a e e de e i  de F  e  
c di i  de ca e ce e  fe . C c i e e , e e i  de R hB i e a d g ada ion 
des ARNm de protéines consommatrices de fer comme les protéines de stockage du fer (FtnA 
et Bfr) et différentes enzymes dont la superoxide dismutase, SodB (Hoe et al., 2013; Massé 












Figure 15. M ca e d  de  c e e  Fe -mycobactine ou Fer-carboxy-
mycobactine à travers la membrane plasmique via le transporteur IrtAB de 
M. tuberculosis. 
Le fer lié à la mycobactine (MBT) ou à la carboxy-mycobactine (cMBT) traverse la membrane 
via le complexe IrtAB puis est relargué sous forme réduite Fe2+ dans le cytoplasme. Le 
relargage par Fe-MBT ce i e a e ce d  d ai e d i e ac i  a ec e id h e 
(SID) en N- e i a  de I A. Ce d ai e e  a  ce ai e a  e a gage d  fe  a  cMBT. 
Ronds rouges : Fe-MBT et Fe-cMBT.  
Ronds blancs : MBT ou cMBT non liées au fer.  




dans des bactéries pathogènes (Oglesby-Sherrouse & Murphy, 2013) et chez P. aeruginosa 
les ARNs PrrF1 et PrrF2 sont requis pour la croissance de la bac ie  d i fec i  de 
poumons de souris (Oglesby et al., 2008; Reinhart et al., 2017). De même, chez S. aureus 
ARN R aC i i e a h e de e e d e da e d  a ga e S dA ( e ide 
dismutase A) lors de carences en manganèse (Lalaouna et al., 2019). 
 
E   de  e da  a d abi i a i  d ARN , R hB agi  a i   ec d i ea . E  
effe , R hB e  ca ab e d ac i e  a ad c i  de ce ai  ARN  c e shiA (codant une 
e a e  ac i i i  d  hiki a e,  c e  de a h e de id h e ) 
(Prévost et al., 2007) ou cirA (c da   a e  i i  da  ab i  d  fe  
complexé avec des sidérophores) (Salvail et al., 2013), deux effets qui contribuent à 
ada a i  a  c di i  d a a i e e  e  fe . Ce  ARN  de  da  e  gi  
5   ad i e e c e ec dai e b a  i i ia i  de a ad c i . L e R hB e  
e i , i  a a ie a ec a gi  5 UTR e  e che a f a i  de ce e c e 
inhibitrice. Ce ca i e de g a i  agi   a i a i   i hibi i  de a ad c i  
de ARN  e  a ant ou démasquant les sites de liaison des ribosomes (RBS, ribosome 
binding sites). 
 
A  i ea  e  gi  5 , ce ai  ARN  e e  de  c e  ec dai e  a e a i e  
d a  i  ga i  de a a c i i  soit la traduction. Ces structures, nommées 
« riboswitchs », permet e  de g e  e e i  g i e en fonction de paramètres 
g a e  i f  ba c e  e  e  a e de  c e  ec dai e . Ce type de 
régulation a notamme   i  e  ide ce da  h a ie du manganèse. Le motif 
yybP-ykoP e   ib i ch fi a  i  a ga e (Dambach et al., 2015; Price et al., 2015) 
qui participe à la résistance face aux fortes concentrations de ce métal. La liaison du Mn 
conduit à la libération du RBS et favorise la transcription de gènes codant des protéines 
membranaires comme les exportateurs, de la famille des CDF (voir partie 2  2.4.3.2), MneP 
et MneS de B. subtilis (Huang et al., 2017),  e c e M P d E. coli (Dambach et al., 2015; 







2.4. Réponses physiologiques aux carences ou excès de métaux 
 
Da  e ca  de i a i  i i e e di e a  h e, les bactéries expriment des systèmes 
de séquestration e  d i  des métaux afin de récupérer les traces de métaux environnants.  
 
 
2.4.1. Capture et séquestration des métaux 
 
Afin de capturer les traces de fer présent dans leur environnement, de nombreuses bactéries 
produisent des molécules, les sidérophores, capables de chélater le Fe3+ avec une très forte 
affinité. Par exemple, Mtb possède deux sidérophores : la carboxymycobactine (cMBT), 
hydrophile et exportée dans le milieu extérieur, et la mycobactine (MBT), hydrophobe et 
ancrée dans la mycomembrane (Luo et al., 2005). Ces sidérophores sont capables de 
récupérer le Fe3+ lié aux protéines de stockage eucaryotes, comme la transferrine ou la 
lactoferrine. Ensuite, Mtb transporte les complexes Fe3+-cMBT via le transporteur IrtA/IrtB, le 
fer est alors réduit en Fe2+ et internalisé, puis la cMBT est exportée dans le milieu grâce aux 
e  d eff  M L4/M S4 e  M L5/M S5   ea  c c e de ca e d  fe  
(Arnold et al., 2020; Wells et al., 2013) (Figure 15). La pyoverdine, pigment donnant la couleur 
caractéristique des bactéries P. aeruginosa, est également un sidérophore. P. aeruginosa est 
un pathogène opportuniste responsable notamment de maladies respiratoires chroniques 
chez les patients atteints de mucoviscidose. La pyoverdine est impliquée dans la capture du 
fer indispensable à la croissance du pathogène au niveau des voies respiratoires (Gi et al., 
2015). Des sidérophores jouent aussi un rôle primordial dans la virulence, comme par exemple 
les staphyloferretines A et B de S. aureus ou e bac i e d E. coli et S. typhimurium (W. J. 
Perry et al., 2019). Ce ge e de ch a e  e i e a  i e e   e fe . Ce ai  
chélateurs de zinc (ou « zincophores ») ont été mis en évidence comme la protéine Pra1 de 
la levure Candida albicans ( b da & R i ka-Zyrek, 2018), ou encore la pseudopaline de 
P. aeruginosa (Lhospice et al., 2017) ou la yersiniabactine produite par les pathogènes à Gram 
négatif comme Y. pestis ou E. coli. Ces molécules sont capables de fixer plusieurs métaux 
(Z , C , Fe, Ni, C ), d  a g a i a i  du concept de « métallophores ». En effet la 
yersiniabactine est impliquée da  ac i i i  d  i c che  Y. pestis et elle est aussi utilisée 
a  e  che  a h g e  d E. coli (UPEC) comme méthode de prévention face à la 
toxicité engendrée par les ions cuivre (Chaturvedi et al., 2013; Perry et al., 2015) Un mutant 
des gènes codant les enzymes de synthèse de la staphylopine chez S. aureus présente un 








P e e 70 % d  fe  de  e b  e  c e   h e e  c e  da  h g bi e. 
Un second moyen de se procurer du fer est de produire des molécules, appelées hémophores, 
ca ab e  de fi e  h e e  de e ai e de h g bi e. Le c e e h hore-hème fixe 
ensuite des récepteurs spécifiques à la surface des bactéries pour leur importation, leur 
dégradation et la libération du fer (Izadi et al., 1997; Létoffé et al., 1994; A. Mitra et al., 2019). 
De  a e , M L3 (R 0206c) e  M L11 (R 0202c), e e e   M b d i e  
directement le complexe Fe-hème (Chao et al., 2019). Un troisième moyen de capter le fer 
existe chez N. gonorrhoeae et N. meningitidis qui ne produisent pas de sidérophores mais 
possèdent des récepteurs (TbpA et TbpB) capables de fixer la transferrine de h e pour en 
extraire le fer (Noinaj et al., 2012). Elles utilisent aussi ce principe pour fixer le chélateur majeur 
du zinc, la calprotectine (Loomans et al., 1998; Sohnle et al., 2000), via le récepteur de la 
membrane externe CbpA (Palmer & Skaar, 2016; Stork et al., 2013; Yadav et al., 2020).  
 
Afin de séquestrer le surplus de métal libre et « tamponner » le milieu intracellulaire pour éviter 
les réactions néfastes et non spécifiques (mauvaises métallisations), plusieurs familles de 
molécules ont la capacité de fixer les métaux.  
Les ferritines forment une grande famille de protéines capables de fixer le fer. Elles sont 
retrouvées chez les cellules eucaryotes, les archées ou les bactéries, et permettent de stocker 
e fe  da  e c a e e  di i e  ai i e  ac i  d da i  de e Fe  (Zeth et 
al., 2019). 
Dans le cytoplasme des bactéries, les fonctions thiols sont répandues au sein de polypeptides 
de faible poids moléculaires (5-10 kDa) ayant des fonctions de chélateurs de métaux. Un 
e e e e  e baci i hi  (BSH),  hi  d  e  e  che  h a ie d  i c, d  
cuivre ou encore du fer (Chandrangsu et al., 2018). Il est considéré comme le principal tampon 
des ions Zn2+ libre présent chez les firmicutes (Ma et al., 2014). Ce peptide est aussi un facteur 
de virulence important de S. aureus (Perera et al., 2015).  
Chez des souches d E. coli a e  da  e  de  i  c i e e  i c ( a i  de copA 
et zntA, gènes codant respectivement les ATPases de type P conférant la résistance au cuivre 
et au zinc), Helbig et coll. ont montré e ab e ce d  glutathion (GSH) accentue les effets 
toxiques de ces deux métaux (Helbig et al., 2008). Les métallothionéines (MTs) sont des 
polypeptides riches en résidus Cys jouant un rôle dans la résistance aux ions zinc et cuivre 
(Blindauer, 2011; Capdevila et al., 2016; Maret & Kr zel, 2007). MymT (mycobacterial MT) de 
Mtb a été la première MT décrite dans la résistance au cuivre chez les procaryotes (Capdevila 









Enfin, d a e  protéines sont également directement impliquées dans la capture des métaux 
libres dans le milieu intracellulaire ou périplasmique. 
La protéine HspA (heat shock protein A) retrouvée chez H. pylori possède une extrémité C-
terminale riche en résidus histidine et cystéine. Elle est impliquée dans la séquestration du 
nickel (Kansau et al., 1996; Schauer et al., 2010). U e de ce e d H A e e  
plus du nickel, elle est aussi ca ab e de ie  d a e  a  d  e i c, e c ba  e  e c i e, 
et pourrait servir comme réservoir métallique à large spectre (Wang et al., 2015). Du même 
organisme, Hpn et Hpn-2 e e  fi e  j  5 i  Ni2+ et permettent de stocker ce métal 
i di e ab e  ac i i  d h d g a e  e  a e  requises pour la virulence du 
pathogène (Vinella et al., 2015). En ab e ce de H , e Ni2+ e   e   a e ce 
qui conduit à une diminuation de son activité enzymatique. De plus, Ge et coll. ont montré que 
la surexpression de Hpn, chez H. pylori et E. coli, octroie une meilleure protection contre le 
Ni2+ (Ge et al., 2006). Ces protéines interviennent notamment dans la maturation de protéines 
et le trafic des ions métalliques dans les cellules et sont, pour ça, appelées 
« métallochaperons » (voir partie 2  3.5).  
 
 
2.4.2. S e  d  de  a  
 
Chez les bactéries à Gram négatif, la traversée de la membrane externe (OM, outer 
membrane), se fait via des protéines appelées porines. Ces protéines, dites à « E-barrel » 
a ce e e   c e  de 8  22 fe i e  E formant une structure en tonneau, sont 
a c e  da  OM e  a e  a diff i  de  ab i e . Néanmoins, celle-ci nécessite une 
concentration extracellulaire suffisamment élevée. De plus, lorsque les métaux sont 
complexés à des métallophores sécrétés dans le milieu extérieur, les complexes sont trop 
larges pour diffuser à travers le canal des porines. Ces complexes nécessitent donc des 
systèmes de transport dédiés. Appelés TBDT (TonB-dependent transporters), ils sont 
c  d  ce e  cifi e e   E-barrel » ancré dans de la membrane externe, et 
de protéines de la membrane cytoplasmique, TonB, ExbB et ExbD. La force proton motrice 
nécessaire pour le transport actif est fournie par TonB, une protéine allongée pouvant traverser 
le périplasme et entrer en contact avec le récepteur de la membrane externe (Schauer et al., 
2008). Le récepteur FepA (ferric enterobactin transporter A) d E. coli permet par exemple 
i a i  d  i ie  e ie  e  e i a e d  c e e f  a  i  fe i e e  
e bac i e (Fe-Ent) (Chu et al., 2010; Noinaj et al., 2010) ou encore le complexe fer-








D a e  de   ide ifi  diff e  iga d  métalliques : le zinc libre peut être reconnu par 
le récepteur ZnuD (zinc uptake component D) (Calmettes et al., 2015; Stork et al., 2010) ; chez 
H. pylori et H. mustelae, le nickel est pris en charge par respectivement les récepteurs FrpB4 
(Schauer et al., 2007) et NikH (Stoof et al., 2010). Chez Methylosinus trichosporium (une 
bactérie méthanotrophe), ac i i i  d  c i e e  a i e, e  a ie, g ce  a d c i  
d e c e ch a ice d  c i e, a ha bac i e (Mb). Ai i, e c e e C -Mb est 
reconnu et importé par le transporteur MbnT (Balasubramanian et al., 2011; Gu et al., 2016). 
 
Le métal doit ensuite franchir la membrane cytoplasmique et à ce stade, les bactéries à Gram 
positif et Gram négatif utilisent les mêmes types d i a e s de métaux. La majorité se fait 
par les systèmes de transport de type ABC (ATP-binding cassette). Ces transporteurs sont 
composés de trois sous-unités : i) la sous-unité A, protéine de liaison au substrat nommée 
SBP (substrate binding protein). Chez les bactéries à Gram - la sous unité A est une protéine 
périplasmique, chez les Gram + e e e e a ci e  e e e, d  c  extracellulaire ; ii) 
la sous-unité B, protéine transmembranaire, formant le canal assurant la traversée de la 
membrane. La sous-unité A présente et délivre le substrat à cette sous-unité ; et iii) la sous-
unité C, ATPase cytoplasmique, responsable de h d e de ATP qui fournit e gie 
ce ai e  i ation du métal à travers la membrane plasmique, associée à un 
remodelage de la sous-unité B qui ouvre le canal soit du côté externe soit du côté interne de 
la membrane (Hollenstein et al., 2007; Rees et al., 2009) (Figure 16). Par exemple, l ac i i i  
du zinc est assurée respectivement par les systèmes ZnuABC et AdcABC chez les bactéries 
à Gram - et Gram + (Bayle et al., 2011; Brett Moreau et al., 2018; Kandari et al., 2019; R. D. 
Perry et al., 2015). Paracoccus denitrificans possède deux systèmes ABC (ZnuABC et 
A ABCD) i i  da  i  d  zinc (Durga P. Neupane et al., 2017; Durga Prasad 
Neupane et al., 2019).  
 
Contrairement aux ABC-transporteurs, les transporteurs de type ZIP (ZRT, IRT-like Protein), 
retrouvés chez de nombreuses espèces, ont une faible affinité pour leurs substrats, mais ils 
présentent un spectre plus large dans le transport des métaux (zinc, fer, cadmium manganèse) 
(Guerinot, 2000). De nombreuses évidences montrent une action de concert du transporteur 
de type ZIP, ZupT, et du système ZnuABC pour le transport du zinc. En effet, tandis que les 
simples mutants de ces systèmes sont légèrement affectés, la double mutation 'zupT-
'znuABC a un impact sévère chez E. coli et S. enterica en milieu carencé de zinc (Cerasi et 
al., 2014; Gregor Grass et al., 2002). Chez C. difficile, la transcription de zupT est induite en 
e ce de ca ec i e e  ce  i a e  c f e  a a age  de i fec i  de i  
















Figure 16. Organisation ch a e e  ca e d  de  a  a  e  
transporteurs ABC (ATP-binding cassette). 
Ils sont composés de deux domaines transmembranaires (TMD  sous-unité B) et deux 
domaines ABC (fixation des nucléotides  sous-unité C). Deux conformations sont 
représentées.  
- A ga che, e c f a i  e e e  e ie , e e a  de cha ge  e b a   
a face e e e de a e b a e, e e c ide fi  e  ATP. U e i e de 
liaison du substrat (sous-unité A), soluble dans le périplasme chez les bactéries à Gram - 
ou lipoprotéine liée à la membrane sur sa face externe chez les Gram +, fixe le substrat 
et le présente au transporteur.  
- A d i e e c f a i  e e e  i ie , e e c ide fi  e  ADP, 
i e  h d e de ATP. Ce e c f a i  e e  de d i e  e b a  da  e 
c a e. La ib a i  de ADP e  a fi a i  d e e e c e d ATP e e e  
de e e i   a e i e c f a i  e  de ec e ce   c c e d i  d  b a .  






Chez Mtb, une autre famille de transporteur de métaux a été identifiée. En effet, le gène mntH 
(Rv0924c) code une protéine de la famille Nramp1 (natural resistance associated 
macrophage protein 1) capable de transporter divers métaux (Agranoff et al., 1999). 
Cependant, si la mutation de mntH affecte la croissance à faible concentration en Fer, elle 
affec e a  a i e ce da  e  ac hage   che  a i  (Boechat et al., 2002; 
Domenech et al., 2002) et le rôle de ce transporteur e  a  d fi i i e e  ab i.  
 
Des systèmes de transport secondaires de la famille NiCoT (Nickel/Cobalt Transporter), 
i i a  e gie de a f ce  ice, a ici e   i a i  de  i  Ni2+ et Co2+. 
Les gènes codant ces perméases sont souvent trouvés en cluster avec des gènes impliqués 
dans le métabolisme du nickel ou du cobalt. HoxN de Ralstonia eutropha et NixA de H. pylori 
agissent comme des perméases sélectives de Ni2+, tandis que NhlF de Rhodococcus 
rhodochrous importe préférentiellement le Co2+ par rapport au Ni2+(Degen & Eitinger, 2002; 














Figure 17. M d a  de eff  d  c e  a e  e e e d E. coli via le système 
de type « RND » CusABC.  
Un trimère de CusA (protéine de type RND ; en orange) permet le passage du substrat à 
a e  a e b a e a i e e  e gi a i  a  i  d  . U  i e de ine 
CusC (Outer Membrane Factor ; e  e ) da  a e b a e e e e e e  eff  d  b a  
à travers la membrane externe. La Membrane Fusion Protéine CusC (MFP ; en jaune) assure 
la liaison entre les composants RND et OMP. En bleu, le cuivre. 







2.4.3. S e  d e  de  a  
 
P ie  fa i e  de a e   ca ab e  d a e  eff  de  a  h  du 
cytoplasme, afin de lutter contre leur toxicité à trop forte concentration. 
 
 
2.4.3.1. Systèmes RND 
 
Les transporteurs de type RND (resistance nodulation cell division) e e e  eff  
d e a ge ga e de b a  ( b a ce  ganiques, drogues, xénobiotiques, métaux, 
polypeptides). Deux sous-classes assurent respectivement eff  de  c  
hydrophobes et amphiphiles (HAE-RND) et le transport des métaux lourds (HME-RND, heavy 
metal efflux RND). De nombreux travaux sont publiés sur ces exportateurs et leur contribution 
dans la résistance aux antibiotiques des bactéries. Par exemple, E. coli possède cinq HAE-
RND et une HME-RND (Anes et al., 2015). Les systèmes HME-RND d di   eff  d i  
monovalents ont été nommés Cus chez E. coli (a a  eff  de Cu+ et Ag+) (Franke et al., 
2003) e  ce  e ab e  de eff  d i  di a e  C c chez Cupriavidus metallidurans 
(pour le Co2+, Zn2+, Cd2+), ou encore Czn chez H. pylori (Cd2+, Zn2+, Ni2+) (Stähler et al., 2006). 
Ces transporteurs sont des systèmes tripartites. Les protéines qui les composent sont notées 
CBA (CusCBA, CzcCBA) e  ga i e  e   e a e a  e e e bac ie e 
(Figure 17).  
 
La partie A (ou RND) est une pompe membranaire intégrée dans la membrane plasmique qui 
possède une partie hydrophile du côté périplasmique. Cette protéine possède 12 segments 
transmembranaires e  a e b e e  trimères dans la membrane. Le transport médié par la 
pompe est de type « antiport » activé par la force protomotrice, consommant les protons du 
périplasme pour effluer les cations métalliques. La partie C, facteur de la membrane externe 
(ou OMF, outer membrane factor) est aussi une protéine trimérique. Elle est connectée à la 
pompe formant un canal à travers la membrane externe. Enfin, le dernier composant de ce 
système est une protéine périplasmique B (ou MFP, membrane fusion protein) qui vient 
stabiliser et maintenir le contact entre le complexe A-C (E. H. Kim et al., 2011). Les gènes de 
ces systèmes se trouvent en opéron, parfois associés à un quatrième gène. Ainsi, chez E. coli, 
CusF est une protéine chaperon périplasmique de 10 kDa fixant le cuivre. Son interaction avec 
CusB et CusC a été démontrée, en faisant un système tétrapartite (CusFCBA). Cette étude 
démontre que la détoxification du métal de la bactérie peut être effectué à la fois du (i) 







(Delmar & Yu, 2018; Long et al., 2010, 2012). Un système analogue e e a  eff ux du zinc 
a récemment été identifié chez le pathogène humain A. baumannii (Alquethamy et al., 2020).  
 
 
2.4.3.2. Systèmes CDF 
 
Ubiquitaire dans les trois règnes du vivant (bactéries, archées et eucaryotes), les CDF ou 
« cation difusion facilitator » forment une grande famille de transporteurs, plus précisément 
exportateurs de métaux divalents (Cd2+, Co2+, Fe2+, Mn2+, Zn2+ et potentiellement Cu2+, Ni2+, 
Hg2+) qui sont impliqués dans la tolérance et homéostasie métallique (Cubillas et al., 2014; 
Gregor Grass et al., 2005; Nies & Silver, 1995; Raimunda & Elso-Berberián, 2014; Rosch et 
al., 2009). Le premier de ces transporteurs décrits dans la résistance aux métaux fut CzcD 
chez Cupriavidus metallidurans (Paulsen & Saier, 1997). Comme pour les RND, les CDF 
f c i e  e  a  a i e  g ce a  c age avec la force proton motrice. Ils sont 
c  d  eg e  N-terminal, de six domaines transmembranaire  e  d  g eg e  
C- e i a  de f c i  e c e i c e. L a a e de d e  h g i e  montre que 
ce segment C-terminal est absent chez certaines espèces bactériennes (Kolaj-Robin et al., 
2015).  
 
E. coli possède deux CDF, respectivement zitB et yiiP. YiiP est une protéine dimérique. 
Initialement nommée FieF pour son activité d eff  de fe  (ferrous iron efflux), YiiP permet 
également la tolérance aux ions zinc et cadmium. Pour sa part, Zi B e e  eff  de i c (G. 
Grass et al., 2001; Gregor Grass et al., 2005; Wei & Fu, 2005). Les délétions de yiiP et zitB 
affec e  a  E. coli che  i c e  la délétion du gène zntA (gène codant une ATPase de 
type P) qui confère une sensibilité au zinc. Toutefois, la double mutation de zntA et zitB 
exacerbe le phénotype de sensibilité au zinc, montrant la participation de cet exportateur à 
eff  de i c (G. Grass et al., 2001). Ces résultats concordent avec une étude plus récente 
effectuée chez S. typhimurium. Les mutants 'fieF, 'zitB et la souche WT poussent de manière 
comparable en présence de zinc dans le milieu. En revanche, le mutant 'zntA devient sensible 

















Figure 18. T g e ch a e d e ATPa e de e P1B.  
Les deux premiers segments transmembranaires (TM), pas conservés dans toute la famille 
sont notes A et B. Les six autres, conservés dans toute la sous-famille sont notés TM1 à TM6. 
Le substrat métallique interagit avec des résidus de TM4 et il est coordonné par interaction 
avec des résidus des TM5 et TM6. Des domaines de fixation du métal (HMBD) peuvent être 
retrouvés en N- et C-terminal.  
A : domaine « actuator », avec le motif conservé TGE.  
N : d ai e de fi a i  de ATP (ATPBD).  
P : domaine de phosphorylation. Le motif DKTGTXT, c e a  acide a a i e h horylé 
(D) et universellement conservé dans ce domaine, est indiqué.  





2.4.3.3. Systèmes ATPases de type P 
 
U e de i e fa i e de a e   i i  da  eff  de  a  che  e  
bactéries, les ATPases de type P. Vu leur rôle majeur chez M. tuberculosis, e  e fai  e 
d e e e e  i  bje  de ce e h e,  a  ai e  ce  a teurs de manière plus 
approfondie dans la section suivante.  
 
 
3. ATPases de type P 
 
Ubiquitaires dans le monde vivant (des bactéries aux mammifères), les « ATPases de type P » 
(abrégées dans la suite en P-ATPases) forment une superfamille de protéines membranaires 
a a  e i a ce i a e da  h a ie de di e  c . Le  P-ATPase sont des 
protéines intrinsèques de la membrane, présentant 6 à 8 segments transmembranaires (TMA-
B et TM1 à TM6) e   d ai e de fi a i  e  d h d e de ATP (ATPBD) f i a  
e gie ce ai e a  a  de e  b a  (Palmgren & Nissen, 2011). Même si elles 
ne présentent pas de fortes similarités au niveau de leurs séquences primaires, les P-ATPases 
se caractérisent par leur grande conservation topologique (Figure 18).  
 
 
3.1. Organisation topologique des P-ATPases 
 
Les queues N- et C-terminales sont tournées du côté cytoplasmique, excepté pour KdpB dont 
la partie C-terminale se trouve du côté extérieur de la membrane plasmique. Toutes les P-
ATPases ont deux boucles cytoplasmiques : une petite (formant un domaine appelé A, pour 
« Actuator ») située entre les segments transmembranaires TM2 et TM3, et une plus grande 
entre les segments TM5 et TM6 (formant les domaines N et P, de liaison et hydrolyse de 
ATP). La partie cytoplasmique est plus imposante que la partie membranaire ce qui leur 
donne un aspect plus allongé. Cette structure de base est divisée en domaines fonctionnels 
et structurellement distincts : trois domaines cytoplasmiques (domaines A, N et P), et la partie 
intégrée dans la membrane plasmique (domaine T).  
 
Le domaine A est connecté aux régions TM2-3 par des liaisons flexibles lui conférant une 








Le domaine N de liaison nucléotidique e d e  cha ge a iai  de ATP. I  a e ac i i  
ki a e e  e e  a h h a i  d  id  A  d  d ai e P.   
Le domaine P de phosphorylation, agit comme substrat pour les domaines A et P. On y 
trouve un motif conservé universel « DKTGT » (Asp-Lys-Thr-Gly-Thr) ou le résidu Asp (D) est 
phosphorylé au cours du mécanisme catalytique. Deux autres séquences sont également 
conservées dans ce domaine « TGDN » et « GDGXND ». Elles sont impliquées dans la 
c di a i  d i  Mg2+ e  e e  e a iai  de ATP.  
Le domaine membranaire T de ba e e  c  d a  i i  i  eg e  
transmembranaires (TMs). Il renferme le site de liaison du substrat transporté.  
Chez certaines pompes, on trouve des segments TM supplémentaires dits accessoires, par 
exemple les P1B-ATPases ont 8 TM, ou encore SERCA1a humaine possède 10 TM.  
 
 
3.2. Classification des P-ATPases 
 
Les P-ATPases sont réparties en sept grandes classes P1-P5 en fonction de leurs similarités 
de structure primaire, et sous-divisées en 11 sous-familles : 1A, 1B, 2A-2D, 3A, 3B, 4, 5 et les 
atypiques (Axelsen & Palmgren, 1998). Elles se différencient selon les motifs conservés au 
sein des hélices transmembranaires, eux-mêmes ass ci  a  b a  e e  a e .  
 
P-ATPases de type 1 : la classe est divisée en deux sous-classes, les pompes de type IA et 
IB.  
Les P1A-ATPases sont des transporteurs de potassium K+ appelés KdpB, spécifiques des 
bactéries (Laimins et al., 1978). E e  f  a ie d  e de ie  g e  kdp. Ils 
englobent deux opérons : kdpDE codent les protéines de régulation du système et kdpFABC 
codent les protéines du complexe de transport (Polarek et al., 1988). Parmi elles, KdpB 
ca a e h d e de ATP e  j e e e de P-ATPase tandis que KdpA forme le canal par 
lequel diffuse le cation potassium (C. S. Huang et al., 2017; Pedersen et al., 2019).  
Les P1B-ATPases sont retrouvés dans tous les domaines du vivant avec une forte prévalence 
che  e  a ch e  e  bac ie . Che  e  e ca e , e e   i i e  da  ad i , 
distribution et clairance des métaux. Les P1B- bactériennes ont deux rôles principaux : fournir 
e ace i a i e e  a  ( e  C  e  Z )  a a a i  de  a e e  
et faire sortir les métaux cationiques monovalents (Cu+, Ag+) et divalents (Cu2+, Zn2+, Cd2+, 
Pb2+, Co2+) e  ca  d i ica i  (Palmgren & Nissen, 2011). Ces ATPases sont caractérisées 
par un ou plusieurs motifs riches en résidus Cys et/ou His impliqués dans la liaison des métaux 


















Figure 19. Organisation schématique des sous-c a e  d ATPa e  de e P1B.  
Les segments transmembranaires (TM) sont représentés par des cylindres. Les motifs 
strictement conservés dans le TM4 importants pour la reconnaissance et la fixation du métal 
 i di . Le if DKTGT ic e e  c e  da  e d ai e de fi a i  de ATP 
(ATPBD, situé entre les TM4 et TM5) est indiqué. Des rectangles en N- ou C-terminal indiquent 
les domaines MBD retrouvés dans les sous-classes.  






Les sous-divisions de ce groupe sont basées sur la conservation de résidus des segments 
TM4, 5 et 6 conférant la sélectivité du métal et le lieu où se produit le transfert de métal (A. T. 
Smith et al., 2014) (Figure 19). 
 
Les P1B-1-ATPases transportent le Cu+ et également e  -physiologique Ag+ 
(DiDonato & Sarkar, 1997; Fan & Rosen, 2002; Rensing et al., 2000). Les P1B-2 pompent le 
Zn2+ et les cations non-physiologiques Cd2+ et Pb2+ possédant des propriétés chimiques 
homologues (Banci et al., 2002, 2006; Eren & Argüello, 2004; Sharma et al., 2000; Yoon & 
Silver, 1991). Ces deux sous-g e   e   di . E  e a che, d a e  e de   
émerger : les P1B-3 transportent le Cu2+ (Mana-Capelli et al., 2003; Schurig-Briccio & Gennis, 
2012) ; les P1B-4, le Co2+, Fe2+ et Ni2+ (Guan et al., 2015; Raimunda et al., 2012, 2014; 
Zielazinski et al., 2012). Les P1B-5 seraient des pompes de Ni2+ et Fe2+ dont la seule 
représentante a été identifiée chez S. meliloti et dénommée Nia (Traverso et al., 2010; 
Zielazinski et al., 2013). Il a été proposé que les P1B-6 e aie  de  i a e  de fe , d e 
a  a  i i a i  de ga i a i  de e   a ec ce  c da  de  e  d i  
d j  c  (Fe ABC) e  d a e a  a ce e de  i e  de iai  d  g a e  F  (ferric 
uptake regulator) ont été retrouvés au voisinage des promoteurs des gènes codant certaines 
de ces P-ATPases (Cartron et al., 2006; H. Kim et al., 2012). Un nouveau motif CSC dans le 
TM4 de e ce S. epidermitis formerait la signature du sous-groupe P1B-7-ATPases. Enfin, il 
reste des pompes encore non-classées, qui doivent être mieux étudiées pour affiner leur 
classification.  
 
P-ATPases de type 2 et 3 : elles permettent le transport des cations H+ et des métaux alcalins 
et alcalino-terreux Na+, K+, Ca2+, Mg2+. 
Le Ca2+ est le substrat des P2A- et P2B-ATPases (dont SERCA1a) retrouvées sur les 
membranes du réticulum sarcoplasmique et de la membrane plasmique, respectivement. Le 
potentiel membranaire des cellules animales (Na+/K+ et H+/K+) est maintenu par les pompes 
P2C- et celui des plantes et champignons par le sous-groupe des H+-P3A-ATPases. Enfin, le 
Mg2+ est pris en charge par des pompes de type P3B-ATPases. 
 
P-ATPases de type 4 et 5 : ces pompes, mises en évidence chez les organismes eucaryotes, 
semblent être impliquées dans le transport de composés plus complexes. 
Les P4-ATPases plus communément retrouvées sous le nom de flippases prennent en charge 
le transport de lipides, comme par exemple la phosphatidylserine et la phosphatidylcholine, au 
sein des cellules eucaryotes (Daleke, 2007; Lenoir et al., 2007).  
Les P5-ATPases sont uniquement retrouvées dans les membranes des eucaryotes et leurs 








Figure 20. Cycle réactionnel de type Post-Albers des P1B-ATPase. 
Le c c e ac i e  a e a  de  c f a i  de ATPa e (E1 e  E2).  
- Etat E1 : le canal de transport du substrat est ouvert vers la face cytoplasmique de la 
e b a e a i e. L i  a i e ( e ) c a i e a ei   i e de f e affi i  
e f i a  ei  de a e b a e e  a i e fi e ATP   d ai e de fi a i  de 
ATP (N, ge), f a  E1-ATP. L h d e de ATP a fe   h ha e de ATP 
sur un acide aspartique conservé du domaine de phosphorylation (P, bleu), formant l a  
E1P-ADP. La ib a i  de ADP acc ag e d  cha ge e  de c f a i  a  
e i e de a i  d  a  e  a face e ie e de a e b a e, a  E2 
- Etat E2 : e a  e  ib  e  e ie , e  a d h h a i  de acide a artique 
d e a  a i i e E2-Pi. La ib a i  d  h ha e i ga i e (Pi) d e a  E2. 
E fi , i i a i  e  a  E1 e e  de e e d e e c c e d e  d  b a . 
(Sitsel et al., 2015) 
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homologue humaine ATP13A1 sont localisées au niveau des membranes du réticulum 
endoplasmique, tandis que les P5B-ATPases Ypk9p (S. cereviae) et ATP13A2 (homologue 
humaine) ont respectivement une localisation vacuolaire et lysosomale. ATP13A1 interagit 
avec le cholestérol (Hulce et al., 2013) et ATP13A2 est activé par le phosphatidylinositol 4-
phosphate (PI4P) (Sørensen et al., 2019). Le groupe des P5-ATPases semble être impliqué 
da  h a ie e  e a  de   (Sørensen et al., 2010, 2015, 2019).  
 
Che  h e, de  a i  da  e  g e  c da  de  P-ATPa e    igi e de 
maladies. En effet, elles provoquent des dérégulations notamment des P1B-ATPases ATP7A 
et ATP7B responsables des maladies de Menkes et Wilson, respectivement. La maladie de 
Me ke  e  d e  i ac i a i  de ATP7A. Ce e-ci, bi i ai e, a e  a f c i  e  
e e plus correctement le cuivre, vital aux métalloprotéines. Elle est caractérisée par une 
déficience généralisée en cuivre et notamment au niveau du cerveau entrainant des 
dégénérescences neurologiques et retards de développement (Agertt et al., 2007). La 
ca i a i  i ci a e e  h a i e d ATP7B, i i e da  a a adie de Wi , 
engendre une surcharge de cuivre dans le foie (normalement évacué dans la bile par ce 
a e ). Le  c e ce   d ab d h a i e  a ec i  d h a i e 
ch i e e  e ade de ci h e, i  e ce ea  e  ce ib e d e a ei  a  
des démences. Des mutations dans la P5B-ATPase ATP13A2 sont retrouvées chez des 
a ie  a ei  d e f e de a adie de Pa ki  j i e g i e (PARK9)  
autrement nommée syndrome de Kufor-Rakeb (Ramirez et al., 2006). 
 
 
3.3. Mécanisme catalytique des P-ATPases 
 
Les « ATPases de type P  i i e  e gie de ATP  e a  de ca i , a  de 
transition et lipides (Skou, 1957). L h d e de ATP e  c e  la phosphorylation 
a i i e d  acide a i  a a a e (A ) c e . Le c c e ac i e  e  e  e deux 
états conformationnels principaux (E1 et E2) entre lesquels la protéine bascule en fonction de 
la liaison du substrat e  de a iai /h d e de ATP (Figure 20). 
 
Les structures et mécanismes sont de mieux en mieux compris grâce aux résolutions de 
structures cristallographiques de ces pompes. La première fut celle de la Ca2+-ATPase de type 
P2 humaine, SERCA1a (« sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase isoform 1a ») 
(Toyoshima et al., 2000). De plus, les structures cristallographiques à hautes résolutions des 
Cu+- et Zn2+-ATPases, mises en évidence chez les bactéries Legionella pneumophila et 












Figure 21. Structure tridimensionnelle de la P-ATPase à cuivre CopA de 
Legionella pneumophila.  
Les domaine  de fi a i  de ATP (N, ge) d h d e de ATP e  a fe  d  h ha e 
sur un acide aspartique conserve (P, bleu foncé) et de déphosphorylation/activation 
( Ac a , A, ja e) ai i e e  eg e  a e b a ai e  (T, bleu clair) sont montrés. 
La position approximative du domaine de liaison au métal (H) est schématisée par une sphère 
bleu [PDB ID 3RFU].  
(d'après Mattle et al., 2013)  
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des ATPases de type 1B (Gourdon et al., 2011; K. Wang et al., 2014) (Figure 21). 
 
Deux états conformationnels (E1 et E2) différents sont impliqués dans le cycle catalytique ou 
cycle « Post-Albers » (Figure 20). S  a f e E1, e i e de iai  de i  e  e  face 
au cytosol. Les liaisons des ions Mg2+ e  de ATP e  e gie E1-ATP plus 
compacte et un déplacement du domaine N ; a a e e , i   a e  e fi e da  
 i e de iai  d  d ai e T. Ce d ace e  a a e e  ATP a  c ac  d  d ai e P 
et plus précisémen  a  i ea  de A  i a -phosphoryle (E1-ATP Æ E1P-ADP). 
L e gie ib e par a h h a i  d  id  a a a e d c e che  a a ge e  
conformationnel majeur de la protéine et le passage de la forme E1P vers E2P (E2P-ADP). 
Ce changement se traduit par une rotation de 90° du domaine A ayant pour conséquence 
e e d  ca a  de ie de i , de a e c  de a e b a e. C c i e e , 
ADP e d ache de E2P e  i  transporté est libéré au niveau extracellulaire. Une fois le 
ca i  ib , cc i  d  ca a  effec e ai i e a d h h a i . Le h ha e 
i ga i e (Pi) e  ib  e  a  e i e e  d h h  (E2) e ai e e e che e  de 
la protéine, les domaines A et P se détachent : la protéine retrouve son état E1 est peut 
recommencer un nouveau cycle(José M. Argüello et al., 2012, 2016; Dyla et al., 2019; Mattle 
et al., 2013; Novoa-Aponte et al., 2012; Palmgren & Nissen, 2011; K. Wang et al., 2014). 
 
 
3.4. Domaine de liaison des métaux  
 
Typiquement, les PIB-ATPa e  i i e  da  h a ie a i e de  de  
domaines de fixation de métaux (MBDs, metal binding domains) de 60 à 70 acides aminés 
situés généralement aux extrémités N- et/ou C-terminales des transporteurs. Ces domaines 
présentent des organisations de motifs similaires aux ferredoxines ou à la cupredoxine de 
S. pneumoniae (Fu et al., 2013). D a  e  c e  c i a g a hi e , e  C +- et Zn2+-
P-ATPases partagent une architecture similaire pour lesquelles un ou des MBDs sont situés 
du côté N-terminal. Un repliement caractéristique des ferredoxines en motifs « EDEEDE » et 
une signature consensus CXXC (ou X désigne tout résidu acide aminé) de liaison du métal y 
sont retrouvés. Le motif CXXC est prépondérant dans la sous-classe PIB-1 (liaison du Cu+). 
Chez les PIB2- on peut retrouver ce même motif, ou bien des répétitions de résidus susceptibles 
d e i i  da  a fi a i  de a  c e Hi , C , Me , A , G . La Z 2+-ATPase 
d E. coli ZntA (EcZntA) suggère que la coordination du Zn2+ e  e f c e a  a e ce d  
Asp (D) juste avant cette séquence (DCXXC) (José M. Argüello et al., 2007; Banci et al., 2002; 







S i   e i   e ac i i  i a e de  a e , ces domaines ne sont toutefois 
pas strictement essentiels à leur fonction. Par exemple, la fonctionnalité des Cu+- et Zn2+-
ATPases est conservée malgré des changements dans leur N-MBD (González-Guerrero & 
Argüello, 2008; Gourdon et al., 2011). Le changement CXXC Æ SXXS de la partie N-MBD 
d EcZ A di i e a  ab i  ac i i  de e e. L a e de h h a i  e  affaib ie 
tandis que la déphosphorylation est accélérée dans le mutant SXXS révélant une 
dé abi i a i  de e e (B. Mitra & Sharma, 2001; Okkeri & Haltia, 2006). De même, la 
P1B-3-ATPa e d Archeoglobus fulgidus CopB (AfCopB) transportant le Cu2+ voit son activité 
diminuée mais pas abolie lorsque son extension N-terminale riche en résidus His (His-N-MBD) 
est tronquée. Da  ce ca , c e  a cinétique de déphosphorylation de la P-ATPase qui est 
ralentie (Mana-Capelli et al., 2003). La P1B-1-ATPase CopA du même organisme (AfCopA) 
possède un N- et un C-MBD. En tronquant ces deux domaines ('N,C-AfCopA), Gonzàles-
G e e  e  c .   e (i) ac i i  C +ATPasique de 'N,C-AfCopA est conservée 
par rapport à AfCopA ; et par un modèle « indirect » que (ii) les ions cuivre fixés aux N- et C-
MBD d AfC A e e e e  a  d ac i e  e a  e  e  a  a f  a  i e de 




3.5. Concept de métallochaperons 
 
Vers la fin des années 90s, de nouveaux acteurs du trafic intracellulaire des cations 
métalliques ont été identifiés. Ces protéines sont capables de fixer des ions métalliques mais, 
à la différence des protéines de stockage de métaux, e e  e e  e e  e a  e e  
 fi   d a e  i e  i  i  i c e  da  e  c e i  e a e .  
Elles ont été appelées « métallochaperons » par analogie avec les chaperons moléculaires 
aidant au repliement des protéines. Considérées comme protéines « navettes » ou 
« bergers , e e  ie  e a   c fac e  a i e, a e  e  e d i e   e a -
enzyme sp cifi e. Le  f c i  e i e e  d a e  e  fa i e  a a a i  de ce  
protéines et donc stimuler leur activité. Par ailleurs, un sous-ensemble de métallochaperons 
semble être dédié à la circulation des cations métalliques dans les cellules. On différenciera 
i ica i  de ce  i e  da  e  e de a a i  i e d e a , e  da  e afic 









3.5.1. Métallochaperons et maturation protéique 
 
Une sous famille de métallochaperons est nécessaire à la maturation des métalloenzymes en 
délivra  e a  di ec e e  da  e i e ac if de e e. U e a ie de ce  i e  
i i e  e gie d  c fac e  c idi e GTP  faci i e  e a fe  d  a   
d i e ac i  i e-protéine (Nim & Wong, 2019). Par exemple, de tels métallochaperons 
énergie-dépendants sont impliqués dans la maturation des enzymes à Fe, Co, Ni (Capdevila 
et al., 2017). C e  e ca  de H B e  U eG, de  cha e  a a e a   a fa i e de  
GTPases G3E à boucle P. HypB délivre des ions nickel aux hydrogénases et UreG aux 
uréases (Higgins, 2019). Le métallochapero  H B d E. coli contribue à la maturation de la 
>NiFe@-h d g a e  i i e  da  e ab i e de h d g e, e e ie   a 
h i gie a a bie. E   d H B e  de  ac i i  GTPa e, de  a e  cha e   
ce ai e   i e i  d  ickel dans le site actif enzymatique : HypA et SlyD (Chan 
Chung & Zamble, 2011; Lacasse & Zamble, 2016; Sargent, 2016). Le pathogène gastrique 
Helicobacter pylori e  e ab e d c e  e  est  igi e de ca ce  de e ac. A  
c  de infection par H. pylori, la maturation des hydrogénases et uréases à Ni2+ est 
essentielle pour la pathogénicité (McGee et al., 1999; Nim & Wong, 2019). HpHypA et HpHypB 
stimulent la maturation des >NiFe@-h d g a e , e i e   a c i a i  de e ac. 
Quatre protéines accessoires dont UreG délivrent les ions nickel au site actif de l uréase, une 
enzyme indispensable  c e  acidi  ga i e. U eG de un domaine GTPase 
ce ai e  i e i  d  icke  (Soriano & Hausinger, 1999). De manière intéressante, il a 
  H H AB i e ie e  (i di ec e e ) da  a a a i  de a e a  
a fe  d i  icke  e e es protéines HypA et UreE (Benoit et al., 2007; Nim & Wong, 
2019; Olson et al., 2001; Sargent, 2016). 
Le chaperon CueP, fixant le cuivre périplasmique chez S. enterica, participe à la résistance 




3.5.2. Métallochaperons et trafic métallique 
 
Un sous-ensemble de métallochaperons bactériens est impliqué dans le transport des ions 
métalliques. Leur rôle a été mis en évidence dans le trafic du cuivre. Des homologues 
bactériens des métallochaperons eucaryotes  d ab d  ide ifi s chez B. subtilis et 
Enteroccus hirae. Ce  de  e ide  d e i  70 acide  a i  da  de  if  












Figure 22. Modélisation de ga a  d  a e  de c e  a e  a 
membrane cytoplasmique.  
Le  c e  c i a i e  de  i e  C Z d Enterococcus hirae (PDB entry 1CPZ ; 
orange) et CopA de Legionella pneumophila (PDB entry 3RFU) sont représentées, en 
association à la membrane plasmique. Les domaines « actuator » (A, jaune), de fixation de 
ATP (N, ge) e  de h h a i  (P, b e ) de C A  i di . Le  eg e  
transmembranaires A et B (gris clair) et TM1-TM6 (gris foncé) de CopA sont indiqués. La 
plateforme de liaison de la métallochaperon formée à la base du TM B est indiquée en orange.  




MBD des P1B-ATPases. Différents rôles dans le métabolisme du cuivre ont pu être assignés à 
ces protéines.  
(I) D  e e d  C + dans les bactéries, le métal est lié par les chaperons qui limitent 
sa toxicité en diminuant la concentration de Cu+ libre. Ainsi, ils jouent le rôle de 
protéines « tampon » dans le cytoplasme et/ou le périplasme quand les niveaux de 
cuivre sont faibles. 
(II) Une fois le métal fixé, ces protéines spécialisées le e e   d a e  i e , 
qui peuvent être soit des exportateurs soit des régulateurs transcriptionnels 
dépendants du métal (Multhaup et al., 2001; Radford et al., 2003).  
 
Les gènes codant ces protéines chaperons sont souvent retrouvés en opéron avec ceux des 
régulateurs transcriptionnels et des systèmes de transport. L i e ac i  e e cha e  e  
a e  a  i e e  ide ce  de b e  e . Le cha e  C F d E. coli 
fixe le Cu+ périplasmique, extrudé du cytoplasme par CopA (Padilla-Benavides et al., 2014), 
i  i e agi  a ec C B, d  e C CBA, i e e e  e i ie  e ie  (Franke 
et al., 2003; Loftin et al., 2005).  
Des métallochaperons ont également été retrouvés associés à des P1B-ATPases.  
 
 
3.6. Interactions métallochaperons/P1B-ATPases 
 
Les études de protéines chaperons CopZ et des Cu+-ATPases CopA de B. subtilis (BsCopZ), 
L. pneumophila (LpCopA), et A. fulgidus (AfCopZ et AfCopA) ont confirmé i e ac i  e e 
ces protéines. En utilisant une technique de double-hybride bactérien, Radford et coll. ont 
montré e B C Z e  ca ab e d i e agi  in vivo avec la partie N-terminale de BsCopA 
(Radford et al., 2003). Plus tard, la structure tridimensionnelle de LpCopA a précisé la nature 
des interactions. Gourdon et c .  i  e  i e a f a i  d e a ef e g e 
par la partie N-terminale de l h ice a e b a ai e B (TMB) (Figure 22). Deux résidus 
Glycine (Gly129 et Gly130) permettent un pli de h ice a e b a ai e, e a  a  c  
où elle sert de a ef e d a a age  e protéine chaperon chargée de cuivre, Cu+-
CopZ (Gourdon et al., 2011). Ce e h h e a e i e  c fi e a  de d  e 
AfCopZ-AfCopA. Le transfert d  c i e de C Z e  C A a  d , e  i e ac i  
entre ces deux protéines est ib e a ec CopZ préalablement chargée de cuivre (Cu+-
CopZ) (González-Guerrero & Argüello, 2008). La protéine chaperon seule, apo-CopZ, 
i e agi  a  a ec C A, gg a  e c e a i  c f a i e e a ic i e 
b e e a  fi a i  d i  C + (Banci et al., 2003). Le  face  e gag e  da  i e ac i  












Figure 23. Modélisation des interactions entre une P-ATPase à cuivre et un 
métallochaperon soluble. 
A. Potentiels électrostatiques de surface de AfCopA (Archeoglobus fulgidus) déduit de la 
modélisation de structure obtenue en prenant LpCopA (Legionella pneumophila) comme 
matrice. Les acides aminés chargés positivement et négativement sont indiqués 
e ec i e e  e  b e  e  ge. U e a ef e de fi a i  e ie e  d  étallochaperon 
est indiquée. (d'arpès Padilla-Benavides et al., 2013) 
B. Interaction entre un métallochaperon et une P-ATPase à Cu. Potentiels électrostatiques de 
surface de prédits pour le métallochaperon AfCopZ et la P-ATPase AfC A d Archeoglobus 
fulgidus. Les acides aminés chargés positivement et négativement sont indiqués 




électropositifs sur CopA et électronégatifs sur CopZ (Arnesano et al., 2002; Banci et al., 2009) 
(Figure 23). La substitution en Alanine de ces acides aminés sur CopA 
(K145A/S149A/R152A/R153A/R154A) ou sur CopZ, altère le fonctionnement du système Cu+-
AfCopZ/AfCopA (Padilla-Benavides, McCann, et al., 2013).  
 
Les travaux décrits ci-dessus portaient sur des chaperons à cuivre cytosoliques, pouvant 
librement diffuser dans le cytoplasme et interagir avec une Cu-ATPase au niveau 
membranaire. Récemment, une étude de la Cu-ATPase CopA et sa chaperon associée CupA, 
formant un système de résistance au cuivre du pathogène respiratoire Streptococcus 
pneumoniae, a mis en évidence un nouveau type de protéine chaperon (Fu et al., 2013). En 
effet, SpCupA diffère des métallochaperons cytosoliques décrits précédemment car elle 
possède un motif de liaison à la membrane dans sa partie N-terminale. Fu et coll. ont donc 
identifié une protéine métallochaperon à cuivre ancrée dans la membrane capable de 
transférer e a  e  e MBD de S C A. De a i e i e a e, ce de ie  e  a  
essentiel à la fonction de SpCopA et suggère que SpCupA, comme CopZ, pourrait transférer 
le métal aussi directement vers les TM4-6 (metal-binding site). De plus, ils ont observé 1) que 
le mutant 'cupA abolit complètement la résistance au cuivre, un phénotype aussi sensible que 
celui du mutant 'copA et 2) que la localisation membranaire de SpCupA est indispensable à 
la résistance au cuivre. Ces résultats suggèrent un rôle particulier pour la protéine SpCupA, 
i e  a  a ag  a ec e  cha e  b e . 
 
En plus des métallochaperon à cuivre, des chaperons à zinc ont aussi été mis en évidence. 
Par exemple, AztD est une protéine soluble dans le périplasme de Paracoccus denitrificans, 
capable de fixer plusieurs ions Zn2+ et de les transférer à AztC, une sous-unité du complexe 
AztABC, importateur de zinc (Handali et al., 2015). De même, les protéines ZinT retrouvées 
chez les pathogènes humains E. coli O157:H7 (Gabbianelli et al., 2011), S. enterica (Ilari et 
al., 2014; Petrarca et al., 2010) et des végétaux Agrobacterium tumefaciens (Chaoprasid et 
al., 2016) a ici e   ac i ition du zinc en interagissant avec la sous-unité ZnuA du 
système ZnuABC.  
 
A ce jour, aucun métallochaperon à zinc impliqué dans sa circulation cytoplasmique ou son 











4. Mtb et P-ATPases 
 
Le génome de M. tuberculosis contient 12 gènes codant des P-ATPases : les 11 gènes 
ctp (cation transporting protein), ctpA-J et ctpV, et kdpB (Novoa-Aponte & Soto Ospina, 2014). 
Ces ATPases permettent le transport de nombreux substrats métalliques.  
- KdpB (R 1030) a a ie   a fa i e IA e  a e i  K+ (Cholo et al., 2006).  
- C e  d a e  bac ie  a h g e , ie  PIB-1-ATPases seraient dédiées au 
transport du cuivre. La pompe CtpV est codée par Rv0969, membre de  csoR-
(Rv0967-Rv0970) d  e e i  e  c e a  le répresseur transcriptionnel CsoR 
et dé-réprimée en présence de cuivre (T. Liu et al., 2007). La perte de CtpV rend Mtb plus 
sensible à une très forte concentration en cuivre et diminue la virulence de Mtb chez le 
c ch  d I de (Ward et al., 2010). Par homologie de séquences, deux autres gènes sont 
prédits pour coder des transporteurs du cuivre : Rv0092/ctpA et Rv0103c/ctpB. Alors que 
les activités Cu+-ATPasique de CtpA et CtpB ont été démontrées, le mutant 'ctpB e  a  
e ib e e  acc e a  de c i e (Kumar et al., 2011; León-torres et al., 2020; León-
Torres et al., 2015; Ward et al., 2010).  
- CtpC/Rv3270 est produit en présence de zinc, son inactivation rend Mtb sensible au zinc 
(Botella et al., 2011). Bien que CtpC soit associé au type IB et porte un motif de liaison au 
métal CPC caractéristique sur le TM4, on ne retrouve pas les signatures des TM des 
ATPases de type PIB-1 et PIB-2. De manière atypique, les résidus conservés des TM6 et 7 
ne sont pas retrouvés et CtpC ne possède pas non plus de MBD typique en N- ou C-terminal 
(Novoa-Aponte et al., 2012).  
- Le g a e  C R c e e e i  de  cmtR-Rv1993c-Rv1992c (Chauhan et 
al., 2009; Yun Wang et al., 2005). Parmi ces gènes, Rv1992c code CtpG e e d eff  
à large spectre, dont principalement le Cd2+ (M. López et al., 2018).  
- Initialement étudiées dans le transport du Co2+ et Ni2+ (Raimunda et al., 2012, 2014), les 
pompes CtpD et CtpJ (respectivement Rv1469 et Rv3743c) semblent nécessaires pour la 
détoxification du Co2+ et du Fe2+ (Patel et al., 2016).  
- Des données obtenues chez M. smegmatis indiquent que CtpE fait partie des P-ATPases 
de type 2 à Ca2+ (Gupta et al., 2017). De même, le mutant 'ctpF chez Mtb indique que CtpF 
(Rv1997) est associé au transport du Ca2+ (Maya-Hoyos et al., 2019; Santos et al., 2019). 
CtpF est impliqué dans la virulence de Mtb et adaptation en condition hypoxique. En effet, 
i  e  g  a  D R, g a e  i ci a  de ada a i  de M b a  c di i  a e  
en O2.  
- Les gènes Rv0425c et Rv0107c codent CtpH et CtpI, deux P-ATPases atypiques, car de 







Les gènes de trois P-ATPases, CtpV, CtpG et CtpC sont organisés en opéron avec un gène 
codant une protéine de petite taille (environ 93 acide aminés), présentant une faible similarité 
avec des protéines chaperons. Me  a a  de h e i c i e  da  a i e de a 
découverte du rôle du zinc dans le dialogue moléculaire entre Mtb et son hôte, afin de mieux 
comprendre le fonctionnement de la P-ATPase CtpC et en particulier le rôle de la protéine 










Chapitre 1 : D e e e  d   g e  a c c  de 
mutants stables et non marqués chez les mycobactéries 
 
La construction de mutants bien définis est une étape essentielle pour les études génétiques 
de  ic ga i e . E  a ic ie , de  d i  ci e  e  ab e  e e e  d die  
effe  de a e e de f c i  de g e  d i . A  ab a i e, r construire des mutants 
nous utilisons en routine une technique dite de recombineering, qui permet de remplacer la 
e ce d  g e d i  a  e ca e e de i a ce   a ibi i e (van Kessel et 
al., 2008). Toutefois, le nombre de cassettes de résistance utilisables chez les mycobactéries 
e e i i , ce i e  e  b e  d i e c i e de  a i  i e  
dans une même souche. De plus, pour des raisons de biosécurité, les souches recombinantes 
de bac ie  a h g e  e d i e  a  e  de i a ce  a  a ibi i e   e  
i i e  e e  de ea  d i  h a e i e . L i i a i  de ca e e de i a ce 
e ci ab e , c e -à-dire entourées de sites de recombinaison permettant leur délétion 
contrôlée, est un moyen de résoudre ce problème. Parmi les différents types de cassettes 
excisables, celles flanqués de sites nommés dif, naturellement présents sur les chromosomes 
bactériens et reconnus par des recombinases spécifiques, appelées XerC et XerD chez 
Escherichia coli (Castillo et al., 2017), sont des outils simples et efficaces, capables de 
fonctionner chez de nombreuses espèces bactériennes. En effet, les recombinases XerC et 
XerD, naturellement présentes dans les cellules, peuvent spontanément exciser du 
chromosome une cassette de résistance flanquée de deux sites dif en répétition directe. Cette 
technologie génétique a été nommée Xer-cise (Bloor & Cranenburgh, 2006). Les 
mycobactéries possèdent un site dif sur leur chromosome reconnu par des recombinases 
Xe C e  Xe D h g e   ce e  d E. coli (Cascioferro et al., 2010).  
 
Nous avons adapté la technologie Xer-ci e, afi  de i i e  che  e  c bac ie . De , 
da  e b  de c i e de  a  i e  e   ab e  ib e, i  fa  i e  d i a e  
plusieurs sites dif sur un même chromosome bactérien car la recombinaison dépendante de 
XerC et XerD entre ces sites pourrait générer des remaniements chromosomiques. Pour cela, 
nous avons mis à profit les connaissances détaillées obtenues sur le mécanisme de 
recombinaison par XerC et XerD (Grindley et al., 2006). Nous avons construit une série de 
cassettes de résistance à la zéocine, flanquées de variants du site dif de M. tuberculosis. Ces 






 i e ide i e, afi  de a i e  e ci i  de la cassette, ai  i  e i e   
recombiner, ni avec le site sauvage (toujours présent sur le chromosome des mutants) ni avec 
les autres variants, si on construisait des mutants multiples. Nous avons pu valider ces 
adaptations de la technologie Xer-cise chez les mycobactéries M. tuberculosis et 
M. smegmatis, en construisant des mutants multiples. Le design des cassettes excisables que 
nous avons construites permet en outre de générer des mutations non-polaires, afin de déléter 
un gène dans un opéro  a  e be  e e i  de  g e  e  a a . Ce e i   
a en particulier permis de construire une mutation du gène Rv3269 i ab i  a  e e i  
du gène ctpC, situé plus en aval dans le même opéron (voir chapitre 2.1 ; Figure 24).  
 
Ces travaux ont été décrits dans une publication dans la revue Biotechniques, formant la suite 
de ce chapitre : Boudehen Y-M, Wallat M, Rousseau P, Neyrolles O, Gutierrez C. (2020) An 
improved Xer-cise technology for the generation of multiple unmarked mutants in 
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DXWRH[FLVLRQ EHFDXVH WKH UHFRPEL-
QDWLRQEHWZHHQWZRGHOHWLRQLQGXFHG
ͤODPHQWDWLRQdifVLWHVLVFDWDO\]HGE\
WKH;HU&' UHFRPELQDVH SUHVHQW DQG
DFWLYHLQPRVWEDFWHULDOVSHFLHVDVLW
LV UHTXLUHG IRU FKURPRVRPHPDLQWH-
QDQFH>@;HUFLVHKDVEHHQDGDSWHGWR
0\FREDFWHULDDQGVKRZQWREHHͦFLHQW
both in M. tuberculosisDQGLQWKHIDVW
JURZLQJ PRGHO VSHFLHV Mycobac-
terium smegmatis >@ +RZHYHU
WKHVH VWXGLHV XVHG WKHZLOGW\SHdif 
VHTXHQFHRI0\FREDFWHULD>@OHDGLQJ
WRWZRSRVVLEOHGUDZEDFNV)LUVW;HU&'
PHGLDWHG UHFRPELQDWLRQ PD\ RFFXU
between the difVLWHVRQWKH$(6DQGWKH





RIVHYHUDOFRSLHVRIWKHdif site on the 
EDFWHULDOFKURPRVRPHPD\EHGHOHWH-
ULRXVEHFDXVHUHFRPELQDWLRQEHWZHHQ
WKHVH VLWHV PD\ JHQHUDWH GHOHWLRQV
RU LQYHUVLRQV RQ WKH FKURPRVRPH
GHSHQGLQJRQWKHUHODWLYHRULHQWDWLRQRI
the difVLWHV>@
























on each dif VLWH DW WKHERUGHURI WKH
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sequence with which base pairing at the 
ERUGHURIWKHFHQWUDOUHJLRQLVQRORQJHU
SRVVLEOH)RXUYDULDQWVQDPHGdif4 to dif7, 
ZHUH GHVLJQHG IROORZLQJ WKLV UDWLRQDOH
7DEOH7KHVHYDULDQWVVKRXOGQRWEHDEOH
WR UHFRPELQHZLWK HDFK RWKHU DOORZLQJ
FRQVWUXFWLRQ RI VWDEOH VWUDLQV FDUU\LQJ
PXOWLSOHYDULDQWVLQWKHLUJHQRPH8VLQJ
VSHFLILF ROLJRQXFOHRWLGHV 7DEOH  DQG









IODQNLQJ XSVWUHDP DQG GRZQVWUHDP
VHTXHQFHVZHUHDPSOLͤHGE\3&5XVLQJ
ROLJRQXFOHRWLGHVWKDWLQWURGXFHVHTXHQFHV


































































Figure 1. Construction of unmarked deletions in 
Mycobacteria by recombineering using zeocin-
UHVLVWDQFHFDVVHWWHV̨DQNHGE\dif site variants. 
$3&5DPSOĻFDWLRQRI=HRR cassettes with 
oligonucleotides introducing dif site variants on 
HDFKVLGHUHGDUURZV%3&5DPSOĻFDWLRQ
RI'1$IUDJPHQWV̨DQNLQJWKHJHQHWREH
deleted. Blue boxes show sequence  extensions 
LGHQWLFDOWRWKHOHIWRUULJKWHQGVRIWKH=HRR 
FDVVHWWH&7KUHHIUDJPHQW3&5DPSOĻ-
cation yielding the AES. (D) Recombineering in 
Mycobacteria carrying plasmid pJV53H yields 
=HRR recombinant clones. (E) Spontaneous 
XerCD-dependent recombination between the 
tandem dif site variants generates unmarked 
deletion with a 78-bp scar replacing the deleted 
sequences.
AES: Allelic exchange substrate.
Table 1.  Sequence of wild-type and variant dif sites†.
dif site Sequence
M. smegmatis dif † AGTACCGATAA GCTACA TTATGTCAACT
M. tuberculosis dif † TAAGCCGATAA GCGACA TTATGTCAAGT
M. tuberculosis dif4 TAAGCCGATAA ATGATG TTATGTCAAGT
M. tuberculosis dif5 TAAGCCGATAA TAGAGT TTATGTCAAGT
M. tuberculosis dif6 TAAGCCGATAA CGGAAC TTATGTCAAGT
M. tuberculosis dif7 TAAGCCGATAA CTGATC TTATGTCAAGT
†/HIWDQGULJKWDUPRIWKHESdifVLWHVDUHVKRZQLQEODFN7KHESFHQWUDOVHTXHQFHLV
VKRZQLQUHG1XFOHRWLGHVPRGLͤHGLQHDFKYDULDQWDUHLQEROGOHWWHUV
www.BioTechniques.com No. Ǉ | Vol. Ǚǜ | iǇƘƙǝ%NCWFG)WVKGTTG\
LQFRPSOHWH+PHGLXPIRUJURZWK'1$
H[WUDFWLRQ DQG 3&5 YHULILFDWLRQ )RU
















3&5 YHULILFDWLRQ RI HDFK PXWDQW ZDV




DELETIONS IN M. SMEGMATIS
7RYDOLGDWHWKHIXQFWLRQDOLW\RIWKLVV\VWHP
ZH FRQVWUXFWHG GHOHWLRQ PXWDQWV LQ
/ǡUOGIOCVKUPF6XFFHVVLYHURXQGV
RIUHFRPELQHHULQJXVLQJ$(6FRQVWUXFWHG
ZLWK DSSURSULDWH SULPHUV 6XSSOH -
Table 2.  Oligonucleotides used to amplify Zeocin resistance cassette flanked by variant dif sites†.












































of M. smegmatis mc2 155 'MSMEG_3155::dif6 
'MSMEG_1517::dif4 '060(*Bdif5 
'060(*Bdif7. (A) Schematics of 
the primers (arrowheads) and PCR products 
used to verify the four deletions. Brown 
arrowheads indicate primers internal to the 
sequences to be deleted. Red numbers in 
front of each pair of primers refer to the lanes 
LQ%%$JDURVHJHODQDO\VLVRIWKHDPSOĻHG
fragments. PCR was performed using DNA from 
wild-type mc2 155 (odd numbers) or the triple 
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PHQWDU\7DEOHDQGDGLIIHUHQWdifYDULDQW
IRU HDFK JHQH WR EH GHOHWHG DOORZHG
FRQVWUXFWLRQRIPXOWLSOHGHOHWLRQV)RU
H[DPSOH ZH FRQVWUXFWHG D TXDGUXSOH












IN-FRAME DELETIONS IN 
0b78%(5&8/26,6









$ 7KHUHIRUH SURYLGHG WKDW LQWHUQDO
GHOHWLRQVRIWKHWDUJHWJHQHZHUHGHVLJQHG
LQIUDPH ZLWK WKLV  IUDPH WKH ILQDO
FRQVWUXFWLRQIXVHVWKHWUDQVODWLRQVWDUW
WRWKHDDWUDQVODWHGIURPWKLVIUDPHDQG
WKH ODVW FRGRQV RI WKH GHOHWHG JHQH
)LJXUH % ZKLFK VKRXOG QRW DIIHFW
H[SUHVVLRQRIWKHGRZQVWUHDPJHQHV)RU
H[DPSOHWKHJHQHVctpC, ctpGDQGctpV, 




VPDOO SURWHLQ RI XQNQRZQ IXQFWLRQ
5Y5YFRU5YUHVSHFWLYHO\
)LJXUH&$WULSOHPXWDQWRIM. tubercu-
losis GHOHWHG RI 5Y 5YF DQG
5Y QDPHO\ +5Y'5Ydif5 
'5YFdif6 '5Ydif4 , was 











,Q FRQFOXVLRQ ZH EHOLHYH WKDW WKH
LPSURYHPHQWRI WKH;HUFLVH WHFKQLTXH
GHVFULEHGKHUHFDQEHXVHIXOWRFRQVWUXFW
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of H37Rv '5Ydif5 'Rv1993c::dif6 
'5Ydif4DWULSOHLQIUDPHGHOHWLRQPXWDQW
of M. tuberculosis. (A) Translation of the 78-bp 
dif4 scar left after cassette excision. Nucleo-
tides in bold indicate the dif site central region. 
Nucleotides in red correspond to the dif4PRGĻ-
FDWLRQV6WRSFRGRQVLQ25)DQGDUHXQGHU-
lined. (B) In-frame deletion resulting from fusion 
of the 5c and 3c ends of the gene of interest 
EOXHQXFOHRWLGHVWRWKH25)RIWKHdif-scar 
(black nucleotides and bracket). (C) Genetic 
organization of the operons encoding ctpC
ctpG and ctpV. (D) Schematics of the primers 
(arrowheads) and PCR products used to 
verify the three deletions. Brown arrowheads 
indicate primers internal to the sequences to 
be deleted. Red numbers in front of each pair of 
primers refer to the lanes in 3E. (E) Agarose gel 
DQDO\VLVRIWKHDPSOĻHGIUDJPHQWV3&5ZHUH
performed using DNA from wild-type H37Rv 
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SHUIRUPHG H[SHULPHQWV 2 1H\UROOHV
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Figure 24. Construction et validation des mutants '(Rv3269-ctpC)::zeoR (gauche) et 
'Rv3269::dif4 (droite). 
A. Schéma montrant la stratégie utilisée pour la construction des différents mutants. 
B. Confirmation des délétions du mutant '(Rv3269-ctpC)::zeoR : amplification du fragment 
a age de 3,6 kb (1), e   f ag e  de 1,9 kb  e d i  c e de ron (2). 
Le fragment de 1,9 kb a été vérifié par séquençage. La délétion a également été confirmée 
a  ab e ce d a ifica i  e  PCR e  i i a  e a ce i e e h b ida  da  e 
fragment à déléter. Un fragment sauvage de 1,9 kb est produit (3) al  a c e 
a ifica i  e  a e d e da  a che a e (4). 
Confirmation du mutant 'Rv3269::dif4 : amplification du fragment sauvage de 1,4 kb (5), et un 
f ag e  de 1,2 kb  e d i  c e de  (6). Le f ag e  de 1,2 kb a  
ifi  a  e age. La d i  a ga e e   c fi e a  ab e ce d a ifica i  
e  PCR e  i i a  e a ce i e e h b ida  da  e f ag e   d e . U  f ag e  
de 0,8 kb e  d i   a i  d ADN de a che a age (7) a  a cune amplification 
e  a e d e a ec ADN de a che d e (8). 
C. Valeurs de Ct pour les amplifications obtenues par RT-qPCR avec des amorces spécifiques 




Chapitre 2 : Etude du rôle du métallochaperon à zinc putatif Rv3269 associé à la 
P-ATPase CtpC de Mycobacterium tuberculosis 
 
 
1. CtpC et Rv3269 sont toutes les deux nécessaires pour assurer la résistance 
au zinc chez Mycobacterium tuberculosis 
 
Le  a a  d H e B e a, a  ei  de i e,   e i ac i a i  de ctpC rend 
Mtb sensible à la présence de zinc dans son milieu de culture (Botella et al., 2011). Afin de 
tester le rôle de Rv3269, nous avons dans un premier temps construit '(Rv3269-ctpC)::zeoR, 
une dél i  de   remplacé par une cassette de résistance à la zéocine dans le 
génome de la souche sauvage de Mtb H37Rv. Nous avons aussi voulu construire une délétion 
du gène Rv3269 seul. Rv3269 étant en opéron avec ctpC et situé en amont, nous avons pour 
cela utilisé la technologie de Xer-cise décrite au chapitre 1 afin de générer une délétion en 
phase de Rv3269 sans inactiver ctpC (Figure 24A et B). Une analyse en RT-qPCR des ARNm 
d i  da  ce  che  a e  de M b a c fi  ab e ce d e e i  de Rv3269 
da  e  de  che  a  e e e i  de ctpC e ai  i a e e  ce e d e che 
sauvage dans le mutant 'Rv3269::dif4 (Figure 24C).  
 
Des souches complémentées ont été construites en installant dans les mutants des plasmides 
pGMCS-PRv3269- Rv3269 ou pGMCS-PRv3269- Rv3269-ctpC. Ces plasmides sont intégratifs et 
i e  da  e ch e de  c bac ie  a  c  att L5, dans la séquence du gène 
de ARN  glyV. Ils portent le gène Rv3269   Rv3269-ctpC exprimés sous le contrôle 
de leur promoteur naturel (PRv3269). Une souche contrôle a été construite en installant le 
plasmide vecteur pGMCS vide dans les souches mutantes. Nous avons alors testé la 
croissance de ces différentes souches dans du milieu 7H9 supplémenté en ADC et Tween 80 
ou dans le même milieu supplémenté avec 100 µM de ZnSO4. T  d ab d,  a  
retrouvé dans la souche H37Rv le phénotype de sensibilité au zinc du mutant ctpC décrit 
précédemment dans la souche GC1237 (Botella et al., 2011). De plus, la croissance du mutant 
Rv3269-KO est totalement inhibée en présence de zinc et est restaurée dans la souche 
complémentée (Figure 25A). Nous avons ensuite testé la croissance des souches mutantes 
avec une gamme de concentrations en zinc plus basse. Dans ces conditions, nous avons noté 
un retard de croissance dès 10 PM de zinc et une sensibilité légèrement plus forte à 20 et 30 




Figure 25. La P-ATPase CtpC et la protéine Rv3269 sont toutes les deux nécessaires 
pour conférer la résistance au zinc chez M. tuberculosis. 
A. Tests de croissance en présence de zinc. Les souches sauvage ou délétées de Rv3269 ou 
de  Rv3269-ctpC transformées par un plasmide vecteur vide (0x0x) ou bien exprimant 
Rv3269 seul ou Rv3269-ctpC ont été cultivées en milieu 7H9 ADC Tween 80. Au temps 0, les 
cultures sont diluées dans le même milieu supplémenté ou non avec 100 µM de ZnSO4. La 
croissance est suivie au cours du temps (mesure de turbidité exprimée en unités McFarland). 
B. Tests de sensibilité à une gamme de concentration en zinc. Les souches sauvages ou 
mutées sont cultivées comme en A. Au temps 0 les dilutions sont réalisées dans du milieu 7H9 
ADC Tween 80 contenant les concentrations en zinc indiquées. C. Tests de survie à forte 
concentration en zinc. Les souches sauvages ou délétées de Rv3269 (panneau de gauche) 
ou de Rv3269-ctpC (panneau de droite) complémentées par les plasmides indiqués ont été 
cultivées en milieu 7H9 ADC Tween 80. Au temps 0, du ZnSO4 est ajouté, à la concentration 
finale de 500 µM. Des échantillons de chaque culture sont prélevés au temps 0, après 7 ou 14 
jours, puis dilués, étalés sur des boites de milieu 7H11 OADC et mis en culture à 37°C. Les 
colonies (CFUs) sont comptées après 21 j  d i c ba i .  
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Alignement de CtpC et MSMG_6058 
 
 
Alignement de Rv3269 et SMEG_6059 
 
 
Figure 26. Le génome de M. smegmatis code des protéines similaires à CtpC et Rv3269. 
Alignement par BLAST des séquences de CtpC/MSMEG_6058 (en haut) et 






Figure 27. D e e e  d  d e che  M. smegmatis pour étudier le rôle de 
Rv3269 et CtpC dans la résistance au zinc. 
A. Vérification des mutations 'MSMEG_0755::dif4 et 'MSMEG_6059-6058::dif5. Des 
a ce  f a a  e  d i  ( i e  1 e  2, 5 e  6),  bie  e a ce f a a  e  a e 
interne (pis e  2 e  3, 7 e  8)   i i e   de  PCR a ec ADN d e che a age 
( i e  1 e  3, 5 e  7)  d  a  (2 e  4, 6 e  8). Le  f ag e  a ifi  c fi e  a 
présence des délétions recherchées. Un double mutant (noté '2) a aussi été construit et testé. 
Il donne les profils observés ici pour chacun des simple mutant. B. Les souches sauvages et 
mutantes de M. smegmatis ont été testées pour leur croissance en milieu 7H9 en présence de 
différentes concentrations en ZnSO4. Les densités optiques des cultures sont exprimées pour 
chaque souche en pourcentage de celle obtenue sans zinc. C. Valeurs de Ct pour les 
amplifications obtenues par RT-qPCR avec des amorces spécifiques des gènes 
MSMEG_6059 MSMEG_6058 et sigA (gène « de ménage »). Chaque point représente un 
ica de e ie ce. D. ''Ct obtenus en RT-qPCR pour les gènes MSMEG_6059 ou 
MSMEG_6058 en comparant les ARN totaux extraits de mc²155 après croissance en 7H9 
ADC Tween 80 supplémenté ou non avec 50 µM de ZnSO4. E. Les souches mc2155/pGMCS-
P1-mCherry et mc2155/pGMCS-P1-mCherry-PRv3269-GFP ont été cultivées en milieu 7H9 ADC 
Tween 80 supplémenté avec les concentrations indiquées de ZnSO4, MnSO4 ou CuSO4, et la 
fluorescence en rouge ou en vert a été mesurée par cytométrie en flux. Les intensités 
moyennes de fluorescences (MFI) mesurées sont rapportées à celles obtenues en 7H9.  
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Enfin, des tests se survie des différentes souches exposées à 500 PM de ZnSO4 ont montré 
que les mutants '(Rv3269-ctpC)::zeoR et 'Rv3269::dif4 ne survivent pas à cette dose de zinc, 
alors que les souches complémentées survivent de manière comparable à la souche sauvage 
H37Rv (Figure 25C).  
Ce  a  d e  e   de a P-ATPase CtpC, la protéine Rv3269 est nécessaire 
à la résistance au zinc. Nous avons voulu analyser plus avant le mécanisme par lequel Rv3269 
affecte le fonctionnement de CtpC. 
 
 
2. Développement d  d e d de de a a ce a  c che  M. 
smegmatis 
 
Le génome de Mycobacterium smegmatis, une mycobactérie non pathogène et à croissance 
rapide, contient un gène, MSMEG_6058, dont le produit est annoté Cadmium transporting P-
type ATPase e  e a  77 % d ide i  de e ce a ec C C. Ce g e e  e   
avec MSMEG_6059 codant une protéine de 94 acides a i , e a  68 % d ide i  de 
séquence avec Rv3269 (Figure 26). Par ailleurs, une étude antérieure de Grover et Sharma 
avait montré que la mutation du gène MSMEG_0755, codant une protéine de la famille des 
CDF (cation diffusion facilitator) aussi nommée ZitA (pour zinc ion tolerance), rendait 
M. smegmatis sensible au zinc (Grover & Sharma, 2006). Afin de clarifier le rôle de ces 
différents produits, nous avons construit dans la souche sauvage de M. smegmatis mc²155 
des mutations inactivant soit MSMEG_0755 soit MSMEG_6058-6059 ou bien les deux à la 
fois (Figure 27A), i   a  e  effe  d  i c  a c i a ce de ce  a  e  
milieu 7H9 supplémenté en ADC et Tween 80 (Figure 27B). En accord avec Grover et Sharma, 
nous avons observé que la mutation MSMEG_0755-KO rend sensible au zinc. En revanche, 
la mutation inactivant MSMEG_6058-6059 a a c  effe   ce e e ibi i , i e e i e  
présence de MSMEG_0755-KO.  
N   e  a  de a d  i ron MSMEG_6058-6059 était bien exprimé. Nous 
avons extrait les ARN totaux produits par la souche mc2155 cultivée en milieu 7H9 ADC Tween 
80 en absence ou en présence de 50 µM de ZnSO4 et analysé ces ARN par RT-qPCR avec 
de  c e  d a ce  cifi e  de MSMEG_6058 ou MSMEG_6059. Les valeurs de Ct 
obtenues indiquent : i) e  MSMEG_6058-6059 est exprimé (Figure 27C), mais que 
ii) ce e e e i  e  di i e d  fac e  e i  2,5 i e  addi i  de i c da  e 
milieu (Figure 27D). Ces résultats sont en accord avec une étude récente qui a montré que 
e e i  de MSMEG_6059-6058 est induite non pas par un excès mais par une carence 
en zinc, contrairement à celle de MSMEG_0755 i e  i d i  e  e ce d  e c  de i c 













Figure 28. Rv3269 et CtpC confèrent la résistance au zinc chez M. smegmatis. 
A. Sensibilité au zinc des souches de M. smegmatis mc²155 sauvage (WT), du double mutant 
'MSMEG_0755 'MSMEG_6058-6059 ou du simple mutant 'MSMEG_0755 (respectivement 
'2 ou '0755), sans plasmide complémentant ou complémentées par Rv3269 seul, ctpC seul 
 bie  a   Rv3269-ctpC entier. B. Sensibilité au zinc de la souche '2 complémentée 




Afi  de a ide  i i a i  de M. smegmatis comme modèle pour étudier Rv3269 et/ou CtpC, 
 a  da   e ie  e  a a  e e i  d  e  PRv3269 chez 
M. smegmatis. En utilisant une technologie de type Gateway et des outils génétiques mis au 
point au laboratoire (Ariyachaokun et al., 2020), nous avons construit des plasmides intégratifs 
exprimant deux protéines reportrices fluorescentes. Un gène codant la protéine fluorescente 
Che  e  ac   e c e d  e  c i if (P1), et un gène codant la GFP 
 e c e d  e  d i , ici e e  PRv3269. Ce plasmide rapporteur a 
été introduit dans la souche sauvage mc²155, et les transformants ont été cultivés en milieu 
7H9 ADC Tween 80, en présence de différentes concentrations en zinc, manganèse ou cuivre. 
Les mesures de fluorescence en rouge et en vert, effectuées par cytométrie en flux, ont montré 
que le promoteur PRv3269 est stimulé par la présence de zinc chez M. smegmatis. En revanche, 
ni le cuivre ni le manganèse ne stimulent la transcription à partir de PRv3269 (Figure 27E). La 
régulation de PRv3269 est donc comparable chez M. smegmatis à ce qui avait été observé chez 
Mtb (Botella et al., 2011). 
 
L e e b e de ce  d es indique que malgré leurs fortes similarités avec les produits de 
 Rv3269-ctpC, MSMEG-6059 et MSMEG_6058 ne sont pas induites par la présence 
de zinc dans le milieu et ne participent pas à la résistance au zinc chez M. smegmatis. Ainsi, 
au cours de leur évolution, les deux espèces de mycobactéries Mtb et M. smegmatis ont 
développé des mécanismes de résistance au zinc différents.  
 
 
3. Utilisation de M. smegmatis  a a e c e/f c  de R 3269 
 
Nous avons ensuite testé la fonctionnalité du système Rv3269-CtpC chez le double mutant de 
M. smegmatis MC2155 'MSMEG_0755 'MSMEG_6059-6058 (abrégé en '2 dans la suite). 
Nous avons introduit chez cette souche les variants du plasmide intégratif pGMCS exprimant 
soit Rv3269, soit ctpC, soit les deux gène Rv3269-ctpC sous le contrôle du promoteur sauvage 
de  de M b. N  a  ai i  e  e e e i  de R 3269 e  C C che  
M. smegmatis '2 e a e a i a ce a  i c, a  e e e i  de R 3269  de C C 
seules ne le fait pas (Figure 28A), confirmant la nécessité des deux protéines pour effluer 
efficacement le zinc et assurer la résistance au métal.  
 
Nous avons aussi installé les différents plasmides pGMCS dans le simple mutant 
M. smegmatis 'MSMEG0755 et les phénotypes obtenus se sont révélés identiques à ceux 






similarités entre les protéines de Mtb et de M. smegmatis, i   a a  d i e ac i  c i e 
entre MSMEG_6059-6058 d e a  e  Rv3269 et ctpC d a e a .  
 
De ,  a  e ac   Rv3269-ctpC par MSMEG_6059-6058 sur le plasmide 
pGMCS-PRv3269-Rv3269-ctpC, générant pGMCS-PRv3269-MSMEG_6059-6058. Ce plasmide ne 
restaure que partiellement la croissance du mutant '2 en présence de zinc, indiquant à 
nouveau que les produits de MSMEG_6058-6059 e  a  ca ab e  d eff e  efficace e  















Figure 29. P d c  de ga a  g e de a e R 3269 
La structure de la protéine Rv3269 a été modélisée sur le site Raptor 
(http://raptorx.uchicago.edu/StructPredV2/myjobs/10033999_539068/) et représentée sur 
PDB viewer. En bleu : hélice transmembranaire putative (Ala10 à Leu27). En rose : chaines 
latérales des acides aminés des motifs Ala-Glu (AE) et Ala-Glu-Ala (AEA). En rouge : chaines 




4. Analyses biochimique et biophysique de Rv3269, une protéine liant le zinc 
 
Une partie des résultats présentés dans ce paragraphe a été obtenue par nos collaborateurs, 
a  ei  de i e de Patrice Catty, au Laboratoire Chimie et Biologie des Métaux du CEA à 
G e b e  a  O i ie  Sa e , da  i e d A ai  Mi ,  IPBS. 
 
 
4.1. L e  C-terminale de Rv3269 porte un motif de liaison du zinc 
 
La protéine Rv3269 est prédite pour posséder un segment transmembranaire du côté N-
terminal i ai  a c e   a e b a e (Figure 29 ; voir a i a ie 3). L i e de 
P. Catty a cloné une partie du gène Rv3269 exprimant la partie C-terminale (de Ala30 à His93) 
da   ec e  d e ession chez E. coli,  e c e d  e  i d c ib e a  
IPTG. La i e ec bi a e e e i e e Hi 6 en N-terminal qui peut être clivée 
 ac i  de a a e TEV. Ce e i e, e SOLRv3269 a été produite et purifiée, 
i  i i e  e e ie ce de dia e  i ib e. Le  a   ab i e 
SOLRv3269 fi e e i c, a ec e chi ie de 1 a e de i c a  i e (Figure 30A). 
En revanche, SOLRv3269 ne fixe pas le manganèse. Un variant de la protéine délété des trois 
derniers acides aminés du coté C-terminal (H91D92H93), appelé SOLRv3269 ('C3), a aussi été 
produit et purifié. Cette protéine tronquée a perdu la capacité de liaison du zinc (Figure 30A).  
 
 
4.2. SOLRv3269 est une protéine de liaison au zinc, non-structurée 
 
L i e ac i  d  Zi c(II) a ec e d ai e SOLRv3269 a également été étudiée par spectroscopie 
RMN du proton à pH 6,0 et 7,0 dans du tampon MES 20 mM, NaCL 150 mM à 7°C. 
P a ab e e   de d i e ac i , a ib i  de  ig a  RMN a  a i e a  e 
approche homonucléaire (Wüthrich, 1991) à partir de spectres 2D TOCSY et NOESY avec un 
temps de mélange de 80 ms et 120 ms respectivement, 70% des résidus ont ainsi pu être 
attribués (44 résidus sur 67, dont 63 attribuables). Les résidus non attribués ont été 
représentés en gris sur la figure 30B (G27 à P35 et R52 à L63) et correspondent à des régions 
iche  e  a a i e a ec  f  ec e e  ec a  i i a  ide ifica i   a big e de  
résidus. 
 
L ide ifica i  de  c e  ec dai e a  a i e a  a a e de  d ace e  
chimiques (CSI, chemical shift index) en absence de zinc (Figure 30B) et en présence de zinc 





Figure 30. Analyse biochimique de la partie soluble de Rv3269 (SOLRv3269).  
A. Dia e  i ib e d e i a  a chi ie de iai  de  a  i di  a ec 
SOLRv3269 (en bleu) et SOLRv3269('C3). 
B. Distribution et tendance des acides aminés de SOLRv3269 à adopter une structure 
secondaire. La ligne bleue médiane délimite la partie haute, caractéristique des feuilletsE, de 
la partie basse ou sont retrouvés les résidus disposés en hélice D. La propension des résidus 
de SOLR 3269 e  e  e e a ig e dia e ad i a  ad i  d a c e de  de  
structures secondaires. En gris, les résidus non attribués.  
C. Mi e e  ide ce de i e ac i  e e SOLRv3269 et le zinc par RMN. En vert, les résidus 
a  effe  ig ifica if i e  aj  d  i a e  ai e d ac a e de i c ; en gris, les 
résidus non-attribués. Les étoiles rouges représentées sur la queue C-terminale DLHDHDH 




des taches de corrélations NOEs caractéristiques de structures secondaires (Wüthrich, 1991). 
L ab e ce de a ia i  ig ifica i e  de  CSI e  ab e ce de c a i  NOE  
caractéristiques ont démontré que SOLRv3269 est non structurée quelles que soient les 
conditions. 
 
L i e ac i  d  i c a  i ie a  a a e de a a ia i  de  d acements chimiques 
(CSP, chemical shift perturbation) des protons amides sur la chaîne polypeptidique induits par 
la liaison du zinc (Wishart et al., 1992). E  effe , i e ac i  d  i c c e e e ba i  de 
e i e e  ec i e de  a e  i i  e  d c de e  d ace e  chi i e. 
L a i de de ce e a ia i  c c i e  addi i  d  i a e  de i c a  
représentée en fonction de la séquence primaire de SOLRv3269 dans la Figure 30C. Cette 
analyse a   effe  e ba e  d c i a  de e i  C- e i a e (H93) j  a 
a i e 65 (V65), effe  a i a  e  observé pour le domaine putatif de liaison au zinc 
(H89DHDHD93) indiqué par des astérisques (*) pour lequel on a observé une disparition des 
ig a  d  ec e d  addi i  d  i a e  ai e de i c. Ce  effe  e  bab e e  
dû à un échange conf a i e   e che e de e  de d e de a i i ec de  a 
ic ec de. A e  e a d c i a ce a e  g i e de effe  de a iai  d  i c de 












Figure 31. Impact de la délétion du motif C-terminal de liaison du zinc de Rv3269 sur le 
phénotype de résistance au zinc.  
Tests de sensibilité de la souche sauvage et de la souche H37Rv 'Rv3269::dif4 
complémentée par le vecteur vide (0x0x) ou exprimant soit Rv3269 pleine taille, soit les 
variants 'C3, 'C7. Les cultures sont réalisées dans le milieu 7H9 ADC Tween 80 supplémenté 





4.3. La délétion du domaine de fixation du zinc abolit partiellement la fonction 
de Rv3269 
 
A partir du plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269, nous avons construit deux variants dans 
lesquels le gène Rv3269 e  d  de  i   de  e  de ie  c d  d  c  3 . Ce  de  
variants produisent donc des formes tronquées, nommées respectivement 'C3 et 'C7. Les 
plasmides ont été transformés dans la souche de Mtb H37Rv 'Rv3269::dif4 et les 
transformants ont été testés pour leur sensibilité au zinc. A une forte concentration en zinc 
(250 µM), alors que la protéine intacte restaure la croissance du mutant, les formes tronquées 
e   a  ca ab e  (Figure 31A). En revanche, à 100 µM de zinc, les formes de Rv3269 
incapables de fixer le zinc restaurent la croissance du mutant 'Rv3269::dif4 e a i 
efficacement que la protéine pleine taille (Figure 31B).  
 
Ces résultats suggèrent que la protéine Rv3269 a deux activités séparables : e nécessite 
la présence du domaine de fixation du zinc, et est indispensable pour résister à de fortes 
concentrations en métal ; l a e e  c e e même en absence de fixation du zinc, et est 






Figure 32. Les protéines CtpC et Rv3269 co-localisent dans des patchs au niveau des 
membranes. 
A. Analyse par western-blot du fractionnement subcellulaire de la souche M. smegmatis '2 
exprimant les protéines Rv3269 et CtpC natives (contrôle) ou marquées avec respectivement 
des étiquettes Flag et His6 (panneau de gauche) ou, avec des molécules fluorescentes, 
respectivement, mTurquoise2 et mVenus (panneau de droite). Trois fractions sont obtenues 
e  a a e  : e e e  cw », la membrane plasmique « mb » et le cytosol « cyt ». Les 
i e   e  a  utilisation des anticorps anti-Flag, anti-His6 ou anti-eGFP.  
B. Co-localisation des patchs Rv3269mT (bleu) et CtpCmV (jaune). La souche H37Rv '(Rv3269-
ctpC)::zeoR a été transformée avec un plasmide exprimant les protéines fluorescentes 
hybrides. Les bactéries ont été fixées par de la PFA (4 %) puis visualisées par microscopie à 
fluorescence. Un trait blanc est tracé sur chaque cellule et les spectres des deux 
fluorochromes mesurés le long de ce trait sont montrés à droite des images. Le coefficient de 
Pearson (r, en rouge) mesurant la superposition des pixels bleus et jaunes, calculé par 
a ica i  d  gi  JAC P  e e b e de i age, c fi e a c -localisation des deux 
i e  d i .  
C. C efficie  de Pea  e  ( ig e ge) b e   de de 413 ce e  de 
M. smegmatis '2 portant le plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-ctpCmV. Chaque point 
représente une cellule.  
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 Chapitre 3 : Les protéines Rv3269 et CtpC co-localisent au sein de patchs 
dynamiques à la membrane plasmique de M. smegmatis et M. tuberculosis  
 
 
1. Localisation membranaire de Rv3269 et CtpC 
 
La séquence en acides aminés de Rv3269 contient un domaine transmembranaire potentiel 
dans la partie N-terminale (Figure 29), aussi nous avons voulu confirmer la localisation 
membranaire de cette protéine.  
N  a   d ab d c i  a  ag e di ig e, e a ide pGMCS-PRv3269-
Rv3269Flag-ctpCHis, un variant de pGMCS-PRv3269-Rv3269-ctpC. Ce plasmide exprime 
Rv3269Flag, une forme de Rv3269 portant une étiquette Flag (Asp-Tyr-Arg-Asp-Asp-Asp-Asp-
Arg) insérée en C-terminal. Il exprime aussi CtpCHis, a  6 hi idi e  aj e   e i  
C-terminale de CtpC.  
 
En parallèle, nous avons inséré sur pGMCS-PRv3269-Rv3269-ctpC la séquence codant la 
protéine reportrice fluoresçant en bleu mTurquoise2, générant une fusion Rv3269-
mTurquoise2 (Rv3269mT), da  a e e a i e f e ce e e  a ach e  e i  C-
terminale de Rv3269 par un linker (Leu-Glu-Gly-Ser-Gly). De même, nous avons construit une 
fusion CtpC-mVenus (CtpCmV), exprimant une protéine reportrice fluoresçant en jaune 
(construction schématisée sur la Figure 32B). 
 
Les souches de M. smegmatis '2 transformées par les plasmides pGMCS-PRv3269-Rv3269-
ctpC et pGMCS-PRv3269-Rv3269Flag-ctpCHis ont été cultivées et les culots de cellules obtenus 
  i    f ac i e e , a a  e f ac i  di e d e e e (cell wall, cw), une 
fraction dite de membrane (mb) et une fraction contenant les protéines cytoplasmiques 
solubles (cyt) (Lucas et al., 2015). Les protéines des différentes fractions ont été analysées 
par western-b  e  i i a   a ic  di ig  i  c e i e e F ag i  c e i e e 
His6. Comme attendu, la protéine CtpCHis (masse moléculaire théorique de 77,3 kDa) a été 
trouvée essentiellement dans la fraction membranaire « mb », validant le protocole de 
fractionnement utilisé. Pour sa part, la protéine Rv3269Flag (10,8 kDa) donne un signal fort 
dans la fraction membrane, mais aussi dans la fraction « cw » (Figure 32A panneau de 
gauche).  
 
Les cellules de la souche '2 transformées par les plasmides pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-ctpCmV 






analysées par western-b . L h b ida i  a ec  a ic  a i-GFP, révélant à la fois la 
mTurquoise2 et la mVenus, confirme les résultats des fractionnements précédents. CtpCmV 
(103,7 kDa) est essentiellement trouvée dans la fraction mb alors que Rv3269mT (36,9 kDa) 
est retrouvée dans la fraction mb et aussi dans la fraction cw (Figure 32A panneau de droite). 
D a e a , e a ide pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-ctpCmV a été introduit dans la souche 
H37Rv '(Rv3269-ctpC)::zeoR de Mtb et les cellules de la souche transformée ont été 
inactivées par un agent fixateur (PFA) et observées en microscopie à fluorescence. Ces 
observations ont montré que CtpCmV et Rv3269mT forment toutes les deux des patchs de 
fluorescence au niveau des membranes (Figure 32B). L a a e de  i age  b e e  a 
montré que les patchs de CtpCmV et ceux de Rv3269mT co-localisent. La co-localisation peut 
être visualisée grâce aux spectres des fluorescences bleu et jaune tracés sur les cellules 
individuelles sur les images de microscopie. De plus, la superposition a été quantifiée par le 
calcul via e gi  JAC P (I age J) d  c efficient de Pearson (r ; en rouge) mesurant la 
e i i  de  i e  da  e b e  e  e ja e  e e b e d e i age. Ce c efficie  
varie entre une valeur de 1 pour une co-localisation parfaite entre deux pixels et 0 pour une 
absence totale de co-localisation. Il a une valeur moyenne de 0,95 ou 0,96 pour les images 
montrées Figure 32B. 
 
Le plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-ctpCmV a aussi été introduit dans la souche de 
M. smegmatis mc2155 '2 et les observations en microscopie à fluorescence sur les cellules 
fixées à la PFA ont donné des résultats équivalents à ceux obtenus avec Mtb (résultats non 
montrés). La mesure de la co-localisation par calcul du coefficient de Pearson a été 
automatisée grâce à une macro-commande développée par Brice Ronsin, de la plateforme de 
ic c ie d  Ce e de Bi gie I g a i e (CBI),  T e, e e a  d a a e   
grand nombre de cellules sur les clichés de microscopie. Le coefficient de Pearson moyen 
obtenu sur 413 cellules individuelles est de 0,80 (Figure 32C), confirmant la co-localisation et 
gg a  e e  de  i e  R 3269 e  C C ag ge  da  de  c e e  i-




L i i a i  de M. smegmatis mc2155 '2 a a i e i  d b e e  e  ic c ie  
fluorescence des cellules non fixées. Avec ces cellules vivantes, nous avons observé que les 
patchs de Rv3269mT et de CtpCmV sont dynamiques. En effet, des prises de vue en time-lapse, 
toutes les 200 ms ont permis de réaliser des vidéos montrant le déplacement des patchs entre 








Figure 33. Quantification des patchs de Rv3269mT.  
A. Production de Rv3269mT sous le contrôle des promoteurs PRv3269 sauvage ou Psub.. Les 
extraits totaux non-lysés (NL) ou fractionnés sont analysés par western-blots avec un anticorps 
anti-eGFP. 
B. Observation en microscopie à fluorescence de cellules M. smegmatis '2 exprimant 
Rv3269mT sous le contrôle du promoteur sauvage (PRv3269) ou muté (Psub.).  
C. Distribution des nombres moyens de patchs Rv3269mT b e  a  a a e de 173 




e   a ide  e  i i  i e  a ch d  d e i age  a i a e, ce 
qui ne nous a pas permis de mesurer des trajectoires ou des vitesses de déplacement.  
La détection de Rv3269mT a également dévoilé des patchs très intenses et immobiles aux 
e . L i e i  de a f e ce ce i e a  ce  a ch  e  e e e  f e e, da  
beaucoup de cellules, les réglages de prise de vue en microscopie rendent difficile la détection 
des autres zones fluorescentes, pouvant masquer les patchs sur les membranes (Figure 33B). 
N  a  fai  h h e e ce  a ch  i e e  e  i bi e  aie  c e d e  
de  c  d i c i , c e -à-di e de  ag ga  de i e  e  e c , i a aie  a   
atteindre leur localisation membranaire physiologique. Afin de résoudre ce problème, nous 
avons muté le promoteur PRv3269 da  i e de di i e   e e i , e  de d i e a 
quantité de protéines en excès. PRv3269 sauvage présente une région -10 étendue, de 
séquence TGTTAATGT (nucléotides consensus en gras). Nous avons modifié cette séquence 
en CCTTAATGT, afi  d i d i e e a i  down-promoter. Une analyse en western-blot 
a  d ab d c fi  e a b i i  i d i e, g a  e a ia  d  e  a e  
Psub., diminue significativement la production de Rv3269mT, avec une baisse de la proportion 
de la protéine retrouvée dans la fraction cw (Figure 33A). M e i  e  a e  a  a 
preuve définitive, ces résultats suggèrent que la production de Rv3269mT sous le contrôle du 
promoteur natif PRv3269 génère des agrégats polaires de protéines, qui se retrouvent dans le 
culot de centrifugation définissant la fraction cw. Ainsi, la détection de Rv3269 dans cette 
fraction pourrait être un artéfact, mais des expériences supplémentaires sont nécessaires pour 
c fi e  ce e h h e. E i e, b e a i  e  ic c ie  f e ce ce a  e 
forte atténuation des spots polaires, révélant beaucoup mieux les spots bleus répartis sur la 
membrane (Figure 33B). L ab i i  de  spots polaires nous a alors permis de quantifier le 
nombre moyen de patchs par bactérie. Pour prendre en compte la dynamique des protéines 
au sein de la bactérie, 13 clichés ont été enregistrés à différents temps (toutes les 10 sec) et 
le nombre de patchs a été déterminé sur chacun des clichés. Le nombre moyen de patchs sur 
les 13 clichés a été calculé pour 173 cellules bactériennes. La distribution est centrée sur un 
nombre moyen de 7 patchs de Rv3269mT par bactérie (Figure 33C).  
 
 
2. Rôle du domaine N-terminal de Rv3269 
 
Nous avons voulu confirmer que le motif transmembranaire prédit dans la région N-terminale 
de Rv3269 est bien responsable de sa localisation membranaire (Figure 34A). Pour cela, les 
acides aminés 8 à 27 de Rv3269 ont été délétés ('TM), sur les plasmides pGMCS-PRv3269-






Figure 34. La délétion des acides aminés 8 à 27 abolit la localisation membranaire de 
Rv3269 et le phénotype de résistance au zinc. 
A. Le domaine putatif de liaison à la membrane est représenté en vert dans la région N-
terminale de Rv3269. La délétion des résidus 8 à 27 a été effectuée et nommée Rv3269('TM). 
B. Les souches indiquées ont été cultivées en absence ou en présence de 100 µM de ZnSO4. 
La croissance a été suivie au cours du temps (McFarland).  
C. Visualisation en microscopie à fluorescence des constructions exprimant Rv3269mT et 
Rv3269('TM)mT chez M. smegmatis '2. 





Le plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269('TM)-ctpC a été introduit dans la souche H37Rv 
'Rv3269::dif4 et des tests de sensibilité ont montré que la délétion empêche  de restaurer le 
phénotype de résistance à 100 PM de zinc (Figure 34B). En microscopie à fluorescence, nous 
a  b e  e che e e d  a ide pGMCS-PRv3269-Rv3269('TM)mT-ctpC 
présente une perte complète des spots bleus (Figure 34C). Toutefois, une analyse en western-
blot montre une très forte diminution du signal de la protéine Rv3269('TM)Flag (8,8 kDa) avec 
 e ai  d e che a  e a ide pGMCS-PRv3269-Rv3269('TM)Flag-ctpCHIs, 
indiquant que la délétion du domaine 8-27 de Rv3269 rend la protéine tronquée très instable 
(Figure 34D). Le fai   b e e a c  ig a  da  e  f ac i  c  e  b e   faib e 
ig a  da  a f ac i  c  e  e  acc d a ec h h e e e d ai e 8-27 de Rv3269 est 
effectivement le domaine transmembranaire qui ancre la protéine à la membrane plasmique. 
Cependant, la très forte instabilité de la protéine tronquée empêche de conclure définitivement 
avec ces seules informations. De même, nous ne pouvons pas conclure quant à la nécessité 



















Figure 35. Organisation schématique des membranes biologiques. 
A. Re e a i  ch a i e d  i ide, c i a  aje  de  e b a e . 






 Chapitre 4 : Des microdomaines e b a a e  f c e    eff  
des métaux ?  
 
Les observations sur la co-localisation de Rv3269 et CtpC dans des « patchs » au niveau de 
a e b a e a i e   a e    de a de  i e e d eff  de a  
dépendant de la P-ATPase CtpC ne serait pas organisé dans des regroupements de protéines, 
en microdomaines membranaires fonctionnels (MMF). Avant de décrire les données 
expérimentales pour tester cette hypothèse, nous allons rappeler ce que sont les MMF et ce 
 ai  de e r organisation. 
 
 
1. Me b a e , c d a e  f c e  e  e  d chafa dage 
  
1.1. Organisation et hétérogénéité membranaire 
 
Les membranes biologiques sont des barrières semi-perméables constituées d e bic che 
de lipides présentant une tête polaire et deux queues hydrophobes (Figure 35A). Ces lipides 
a cie  a e  e  de  fe i e , formant une partie centrale hydrophobe et deux 
surfaces hydrophiles qui interagissent avec l environnement aqueux (Figure 35B). Toutes les 
ce e  i a e   e e  d e e b a e a i e qui sépare les constituants 
internes des cellules (cytoplasme) du milieu extérieur. Chez les organismes eucaryotes, des 
membranes délimitent aussi d autres compartiments appelés organites ou organelles dans le 
cytoplasme (noyau, mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, vacuole, 
endosome). Entre les membranes plasmiques et les membranes de ces organites, la 
composition en lipides peut être différente (Van Meer et al., 2008).  
 
Trois grandes classes de lipides amphipatiques constituent les membranes : les 
phospholipides, les glycolipides et les stérols. Chez les cellules eucaryotes, les représentants 
respectifs de ces classes sont les glycérophospholipides, les sphingolipides et les 
cholestérols. Les glycérophospholipides et sphingolipides structurent de manière stable la 
membrane. Les propriétés physico-chimiques de ces lipides dépendent du niveau 
d insaturation des acides gras (AG). Alors que les AG saturés (AGS) sont organisés les uns à 
côté des autres et ont tendance à former une membrane dense et rigide, les AG insaturés 
(AGI, présentant une ou plusieurs double liaison C=C) ont pour conséquence la formation de 












Figure 36. Différents états des bicouches lipidiques. 
La composition lipidique confère des propriétés physico-chimiques particulières aux 
membranes. Des régions riches en phospholipides insaturés sont caractérisées par un état 
fluide désorganisé (Ld). Des régions riches en phospholipides saturés sont plus rigides et 
forment un état gélifié (So). La présence de certains lipides comme le cholestérol dans les 
régions riches en phospholipides saturés fluidifie la membrane qui prend alors un état fluide 
et ordonné (Lo). 




membrane plus fluide et plus fines que les bicouches exclusivement composées de lipides 
saturés.  
 
En fonction de paramètres physiques, comme la température, mais aussi de la nature des 
lipides qui la composent, la membrane peut se trouver sous différents états de fluidité (Figure 
36), allant d un état solide ordonné (So), ou gel, à un état liquide désordonné (Ld). L a  S  
est enrichi en glycérophospholipides saturés, tandis que l état Ld est enrichi en 
glycérophospholipides insaturés. Il existe aussi un troisième état de fluidité des membranes, 
e e  c ie e  des (sphingo-)lipides saturés et du cholesthérol : l état liquide ordonné 
(Lo). Transitoire entre les deux états cités précédemment, cet état a un caractère solide 
ordonné tout en conservant un caractère fluide ou la diffusion latérale des lipides est libre, bien 
a ec e bi i  d i e. Le a age de a  Ld (d d , f idi  i a e, bi i  
lipidique) à Lo est dû notamment à la présence de molécules de cholestérols (Hancock, 2006) 
(Figure 36). En 1982, Karnovsky et coll. ont introduit le concept de domaines lipidiques 
présentant des états physico-chimiques différents, associés à la présence de cholesterol 
(Karnovsky et al., 1982). En effet, le cholestérol e  i a  entre les phospholipides agit 
comme un agent ordonnateur et empêche les grands mouvements des chaines acyles, 
rendant ainsi les membranes moins fluides. 
 
 
1.2. Notion de radeaux lipidiques 
 
L i e ac i  f e ie e e e  e  ce ai  i ide  e  i d i e a f a i  de 
domaines membranaires denses avec des compositions lipidiques distinctes. En 1988 les 
travaux pionniers de Simons et van Meer démontraient que la distribution des espèces 
i idi e  ai  a i e a  ei  d  e e ce ai e i h ia  (Simons & Van Meer, 
1988). Les ratios de glyocosphingolipides, phospholipides et cholestérol de la membrane 
plasmique étaient différents entre les faces apicale et basale de ces cellules. Ces observations 
 a i  a f a i  d a a  de g c hi g i ide  da  a a ie exoplasmique de 
la membrane du Golgi. Ces regroupements de lipides forment une structure dense en 
microdomaine et il a initialement été proposé que ces domaines serviraient de plateformes 
pour la génération de vésicules de transport vers la membrane plasmique apicale.  
Le c ce  d a e b age i idi e e  ic d ai e  a  c  e  1997 a  Si  e  
Ikonen (Simons & Ikonen, 1997) et décrit comme des « radeaux lipidiques » (lipid rafts) 
impliqués dans la dynamique des compartiments membranaires  da  ab a i  de 













Figure 37. L a  de  e b a e  e f e a ec a c f a  de  e  
membranaires. 
Les me b a e  da  a  L  (  d i e) a ai e  ai ie  e  affec e  ga i a i  de  
protéines membranaires (en gris). En orange : cholestérol.  




sont denses, ordonnés et apparaissent épaissis par rapport aux parties désordonnées et plus 
fluides de la membrane (Figure 37). Ceci leur confère une propriété caractéristique 
d i bi i  da  e d e ge  T i on X-100 à 4°C qui leur vaut le nom de « DRM » 
(membranes résistantes aux détergents). De tels microdomaines sont présents dans les 
membranes au niveau des cavéoles (invaginations de la membrane plasmique) et 
de e  ( gi  d adh e ce e e e  e b anes plasmiques de deux cellules 
adjacentes) qui sont enrichis en sphingolipides et en stérols (Kurzchalia & Parton, 1999).  
 
 
1.3. Protéines associées aux radeaux lipidiques 
 
Les propriétés structurales et chimiques des radeaux lipidiques permettent aussi soit le 
eg e e  i  e c i  de i e  e b a ai e  cifi e . De  a a e  
protéomiques ont révélé des protéines enrichies au sein des DRM telles que certaines 
protéines dites à ancre GPI (pour glycosylphosphatidylinositol) et des protéines de liaison au 
cholestérol. Ainsi, les radeaux ont pu être visualisés et confirmés par immunofluorescence et 
a  a fe  d e gie e e c e  f e ce e  (FRET), e  ilisant des protéines 
associées (Harder et al., 1998; Varma & Mayor, 1998; Zacharias et al., 2002).  
 
Certaines modifications post-traductionnelles des protéines favorisent leur association avec 
e  i ide . Pa  e e e, e  i a i  e  a i a i  a g e e  h d h bici  de  
protéines, ce qui accroit leur affinité pour la phase Lo et contribue à les recruter dans les 
microdomaines (Levental et al., 2010). Certaines protéines associées aux radeaux lipidiques 
e e  ig i e  e  c ib e  ai i  a e b age de  c e e  i c ai e . 
E  effe , ce  i e  di e  d  échafaudage » (scaffold proteins) permettent le recrutement 
d a e  i e  e  fa i e  e  i e ac i , j a  ai i e e d ga i a e  de  
microdomaines. Par exemple, les cavéolines sont des protéines oligomériques fortement 
associées au cholestérol qui contribuent à la formation des cavéoles (Lajoie et al., 2009; 
Murata et al., 1995; Smart et al., 1996). Bickel et coll. ont identifié dans les cavéoles purifiées 
à partir de tissu de poumons un type de protéine clé ubiquitaire et considéré maintenant 
comme marqueurs universels des radeaux lipidiques : les flotillines (Bickel et al., 1997).  
 
 
1.4. Les flotillines 
 
Le  de f i i e ie  de a cia i  de ce  i e  a ec e  adea  i idi e , 













Figure 38. Représentation topologique potentielle des flotillines eucaryotes. 
Le domaine PHB (en rouge) caractéristique des protéines de type flotilline, est associé au 
feuillet interne de la membrane plasmique par deux régions hydrophobes (en vert). 
L a cia i  e b a ai e e  e f cée par des myristylation (orange) et palmitylation (bleu). 
Les flotillines 1 et 2 contiennent un domaine conservé (violet), propre aux flotillines, contenant 
des régions en hélices D i aie  e i i e  da  ig i a i  de  f i i e  
assurant la formation de microdomaines membranaires. 




gradient de sucrose (Bickel et al., 1997). Le génome humain code deux flotillines : flotilline-1 
et flotilline-2. Elles sont également décrites sous les noms de Reggie-2 et Reggie-1 
respectivement, pour leur rôle dans la régénération neuronale chez les poissons rouges 
(Schulte et al., 1997). Ce sont des protéines membranaires associées avec les microdomaines 
par liaison aux molécules de cholestérols, acylation (dont les palmitylations) et oligomérisation. 
Les flotillines marquées et visualisées par microscopie à fluorescence montrent des amas 
fluorescents dans les membranes cellulaires.  
 
La flotilline-1 humaine est composée de 427 acides aminés pour une masse moléculaire de 
47 kDa tandis que la flotilline-2 possède 428 résidus pour 48 kDa. De manière générale, les 
membres de la famille des flotillines partagent des homologies et motifs conservés dans les 
parties N- et C-terminales. La partie N-terminale contient un domaine SPFH (stomatine, 
prohibitine, flotillin, HflK/C) (Browman et al., 2007), aussi connu sous le nom de domaine PHB 
( hibi i e). A igi e, a hibi i e e  e i e chaperon mitochondriale requise pour 
a abi i a i  d a e  i e . Le if PHB e  a d  che  de b e e  i e  
eucaryotes et procaryotes. La partie N- e i a e de  f i i e  e de  i e  d ac a i , 
contribuant à leur insertion dans la membrane. Les modifications post-traductionnelles des 
flotillines sont effectuées sur des résidus déterminés : la cystéine 34 de la flotilline-1 est 
palmitylée, comme la cystéine 4 de la flotilline-2. L acide a i  G 2 de a f i i e-2 est aussi 
myristylé (Neumann-Giesen et al., 2004). Les flotillines portent également un motif 
d a cia i   a e b a e e  N-terminal. Ce motif hydrophobe ne traverse pas la 
membrane mais il est inséré en épingles à cheveux dans le feuillet interne des membranes 
(Morrow & Parton, 2005; Otto & Nichols, 2011) (Figure 38).  
 
La partie C-terminale porte le domaine « flotilline » à proprement parler, spécifique de cette 
famille de protéines. Cette région est enroulée en hélice (dite coil-coiled) et contient des 
répétitions de motifs Acide Glutamique-Alanine (EA) importants pour la fonction 
d ig i a i  de  f i i e  (Figure 38). Les études de Soli et coll. ont démontré en effet 
que la partie C-terminale, qui présente 5 répétitions EA, e   igi e de a f a i  d h - 
et hétéro-tétramères formés par les flotillines-1 et -2. De plus, la délétion par mutagénèse de 
la région des acides aminés 239 à 320 abolit la formation de ces tétramères (Solis et al., 2007).  
 
Les flotillines ont des fonctions de protéines chaperons liées aux membranes en 
formant un noyau autour duquel se concentrent les protéines retrouvées dans les radeaux 
lipidiques. De telles plateformes sont importantes pour le trafic membranaire (endocytose), 
adh i  ce ai e ( ec e e , abi i a i  de  cadh i e   e ai ie  de  j c i  






domaines fournissent un environnement favorable pour le fonctionnement de récepteurs des 
voies de signalisation et la transmission de messages à travers les membranes. Par exemple, 
Ba a  e  c .  ide ifi  ac i a i  i d e da e de a PI3 ki a e de a ie de 
ig a i a i  de i i e via les flotillines (Baumann et al., 2000). Les flotillines participent 
a i  e d c e i d i e a  a ine kinase C (PKC) (Cremona et al., 2011), ai i  
ac i a i / a i a i  de ce e  i i ai e  (Langhorst et al., 2006; Ludwig et al., 2010; 
Rajendran et al., 2009).  
 
Les flotillines sont des protéines conservées dans le règne du vivant ou elles sont ubiquitaires. 
Des orthologues ont été décrits chez les plantes (Borner et al., 2005), champignons (Rivera-
Milla et al., 2006), ainsi que dans tous les types cellulaires de mammifères. La découverte des 
f i i e  che  e  bac ie  da e de 1999  Ta e a aki  e  c .  a  ide ifica i  
d  g a d b e de i e  bac ie e  a a e a   a fa i e SPFH (Tavernarakis et 
al., 1999).  
 
 
1.5. Microdomaines membranaires fonctionnels (MMF) chez les bactéries 
 
D  fai  de ab e ce de e  c nstituants lipidiques majeurs (sphingolipides et cholestérol) 
da  a a  de  e b a e  de  bac ie  e  a ch e , e i e ce de ic d ai e  da  
ces organismes a pendant longtemps été négligée. Cependant, la découverte de protéines 
bactériennes à domaine SPFH a remis cette idée en question. Des microdomaines 
membranaires fonctionnels (MMF) ont été mis en évidence chez la bactérie B. subtilis. A 
igi e de ce e de, L e  e  c . e  a e  e a i e ki a e C (Ki C), i e  a 
membrane et nécessaire pour la formation de biofilm, perd sa fonctionnalité dans le mutant 
'yisP, déficient pour une protéine nécessaire à la production de lipides polyisoprénoïdes. Par 
a i e, e  h h e gg a  e i e ce de e  ic d ai e  che  B. subtilis e  
c fi e a  a a e i e de f ac i  e b a ai e  i a e  a  d e ge   
de nombreuses protéines associées aux systèmes de sécrétion, de signalisation ainsi que 
deux flotillines putatives : FloA et FloT, ont été rapportées (D. López & Kolter, 2010). 
Ma g  ab e ce de ce ai  c i a  igi e e e  ide ifi  c e  formateurs » des 
microdomaines eucaryotes, les membranes bactériennes possèdent des lipides 
polyisoprénoïdes, cycliques ou non, présentant des propriétés structurales similaires. Parmi 
eux, les caroténoïdes, non-cycliques, à longue chaine carbonée (environ 40 atomes de C), 










Figure 39. Représentation schématique des domaines protéiques des deux flotillines 
FloA et FloT de Bacillus subtilis. 
Le domaine MAD (membrane-anchoring domain) représente une région d'ancrage 
membranaire ; le domaine SPFH est un domaine protéique typique des protéines des 
flotillines ; et CC (pour coiled-coil region) représente une région enroulée en spirale qui se 















Figure 40. Implication des flotillines dans différents processus cellulaires chez 
B. subtilis.  
Illustration de la membrane plasmique de B. subtilis da  a e e ga i e  de  MMF 
(représentés en vert). Les protéines nécessaires aux fonctions biologiques telles que la 
a d c i  de  ig a  ce ai e , a e  e  de i e  via les systèmes de 
c i   ec e  a  ac i  de  f i i e  F A e  F T. 
(d'après Bramkamp and Lopez, 2015)  
161 
 
de la pigmentation des cellules bactériennes. Un type de caroténoïdes particulier, la 
staphyloxanthine, est trouvé chez S. aureus à qui il donne sa couleur dorée caractéristique, 
justifiant son nom. Contrairement au cholestérol, les hopanoïdes, lipides pentacycliques dérivé 
de l'hopane, ne sont pas présents chez les eucaryotes mais ils possèdent des cyclisations 
similaires et agissent comme substituts au cholestérol apportant de la rigidité aux membranes. 
Leur structure moléculaire est en effet similaire et module la fluidité membranaire (plus leur 
concentration augmente dans un espace donné, plus les lipides sont ordonnés, état Lo). 
L e ichi e e  e  ce  diff e  i ide  a  opriétés hydrophobes dans des espaces 
spécifiques créé des environnements compacts réduisant la diffusion des protéines 
e b a ai e , c e che  e  e ca e . L acide a ag ci e e   i hibi e  cib a  a 
synthèse du squalène, précurseur des isoprénoïdes. Des cultures de S. aureus traitées par 
cet inhibiteur perdent leur pigmentation et voient la formation des MMF inhibée (Pelz et al., 
2005). 
 
Les flotillines bactériennes possèdent des répétitions caractéristiques de motifs Alanine-Acide 
Glutamique (AE), précédemment décrit pour les eucaryotes. En revanche, leur domaine de 
fixation à la membrane (MAD, membrane-anchored domain) apparaît simplifié, avec 
seu e e  a gi  h d h be d a c age  a e b a e e  ab e ce de difica i  -
traductionnelles (Figure 39).  
 
B. subtilis e  ga i e d e da  e e  e  de   e  f i i e   e   
complètes. Le génome de B. subtilis code deux flotillines : YuaG et YqfA, nommées 
respectivement FloT et FloA. YuaG/FloT et YqfA/FloA présentent une sub-localisation 
membranaire nette et caractéristique de microdomaines (Donovan & Bramkamp, 2009; D. 
López & Kolter, 2010). De ,  ai e e  a  acide a ag ci e fait progressivement 
disparaitre les foci observés avec FloT marqué, comme attendu pour une organisation en 
MMF. 
 
L a e b age da  de  MMF abi i e e  c e e  i i e  e  fa i e e  i e ac i  
entre protéines. Cette organisation en plateformes dépendant des flotillines est nécessaire 
pour plusieurs processus biologiques majeurs chez les bactéries tels que la transduction de 
signaux, le renouvellement des parois bactériennes ou encore la résistance aux antibiotiques 
(Figure 40). Ainsi, Lopez et coll. ont montré que la protéine de liaison à la pénicilline (PBP2) 
est retrouvée au sein des MMF chez une souche de S. aureus multirésistante aux antibiotiques 
(SARM). PBP2 forme des hétéro- ig e  d e da  de ac i i  de a f i i e F A. E  
inhibant la formation de ces MMF, les auteurs ont démontré que PBP2 est dissociée en 






(García-Fernández et al., 2017). Ce même groupe a également démontré que FloA intérragit 
physiquement au niveau de la membrane avec Rny, une protéine du dégradosome (complexe 
mu i i e i e e a  da  e ai e e  de ARN ib i e e  a d g ada i  de  
ARNm), afin de favoriser oligomérisation de Rny nécessaire à son bon fonctionnement (Koch 
et al., 2017).  
D a e  a a   ab i i a ce de  MMF da  a a d c i  de ig a . De  
protéines transmembranaires captent des signaux extracellulaires et doivent se dimériser pour 
ie  e  iga d e  a e e e ig a  d  c  i e e de a e b a e. C e  e ca   e  
systèmes à deux composants. Une protéine kinase membranaire perçoit un ligand extérieur, 
e di i e e  a -phosphoryle, puis transfert le groupement phosphate à un régulateur 
i ace ai e i a d c e che  e e a c i i e e. L ig i a i  de  
protéines et la diminution de la diffusion des protéines dans les MMF augmente la probabilité 
d i e ac i  e e e  i e  ki a e/ g a e . Pa  e e e, Ki C e  e i e ca g  
des MMF, responsable du passage de la forme planctonique à la formation de biofilm chez B. 
subtilis, qui interagit avec les deux flotillines FloT et FloA.  
De manière intéressante, Schneider et coll. ont montré que le confinement spatial des MMF 
pouvait être distinct entre ceux organisés par FloT et ceux organisés par FloA (Schneider et 
al., 2015). Ils se sont intéressés à deux systèmes à deux composants : PhoPR et ResDE 
respectivement impliqués dans le renouvellement du peptidoglycane et la régulation génique 
en anaérobiose. Par microscopie à fluorescence et des techniques de double-hybride 
bactérien, ils ont pu déterminer que PhoR co-localisait et interagissait uniquement avec FloA 
a di  e Re E e e fai ai  a ec F T. Ce  a  gg e  i  ai  e i e  de  
familles de microdomaines disti c , g  a  de  f i i e  diff e e . E  effe , d a  
Wagner et coll. les MMF dépendant uniquement de FloA semblent être impliqués dans la 
réorganisation des parois alors que des MMF dépendants de FloT et FloA seraient liés aux 
adaptations métabolique/de survie (R. M. Wagner et al., 2017). Un recrutement de protéines 
cargo spécifique à chaque famille de MMF permettrait de réguler des fonctions spécifiques 
pour chaque type de MMF. 
 
Du point de vue phylogénétique, on note une hétérogénéité de la répartition des flotillines. 
Ainsi, certaines espèces possèdent deux gènes codant des flotillines (B. subtilis, E. coli, 
P. aeruginosa) a di  e d a e  e    e  ( a  e e e L. monocytogenes, 
S. aureus, Mtb), pouvant être un homologue de FloA, comme chez L. monocytogenes et 
S. aureus, ou bien de FloT, comme E. coli e  M b. Ce  d e  a i e e  i a ce de 
ga i a i  e  MMF a  e  f i i e   ie  f c i . Se  e a h g e 







signa , a  a c  g e c da  e f i i e da   g e (Bramkamp & Lopez, 
2015; Padilla-Vaca et al., 2019). 
 
La conservation de microdomaines membranaires apparaît comme une propriété générale à 
a e  e  d ai e  de a ie. E  e, de a  ic c ie  f e ce ce de a 
localisation de plus de 200 protéines membranaires de B. subtilis a révélé que la majorité 
d e e e e  e e  de  b-localisation au niveau de la membrane, qui peuvent être de 
plusieurs type : polaire, ponctuelle ou encore en patchs. Ces données suggèrent que différents 
types de micromodaines peuvent être établis, et que des protéines « échafaudage » 
cia i e  aie  e  igi e de ga i a i  de chac  de ce  e  de MMF. A ec 
e d e e e  de ech gie de i e e  de  h de  d a a e de bi h i e, 
Dempwolff et coll. ont récemment proposé une évolution du concept de protéine échafaudage. 
Ils ont observé que les flotillines pouvaient co-localiser de manière transitoire avec les 
i e  e b a ai e  F H, Ki C  SecA ai  e e  e e aie  a  a ci e  a  
MMF contenant ces protéines (Dempwolff et al., 2016). Le modèle proposé est que les 
flotillines bactériennes agiraient comme des aides à l'insertion de certaines protéines 
e b a ai e  da  de  e i e e  i idi e  a ic ie , ai  e f i  ce  i e  








Figure 41. La flotilline de Mtb Rv1488 ne co-localise pas avec Rv3269 et CtpC. 
Les constructions plasmidiques utilisées sont schématisées et ont été installées dans la 
souche M. smegmatis '2. A. L a a e de a ca i a i  de R 1488 V a  a i e a  
western-blot (à gauche) et par microscopie à fluorescence (à droite). B. Observation en 
ic c ie  f e ce ce d e bac ie d i a  e  i  i e  h b ide  
fluorescentes Rv1488mC, Rv3269mT et CtpCmV. Les patchs communs entre Rv3269mT et 
C C V  a e  d e f che b a che ; les patchs rouges formés par Rv1488 sont 
a  d e f che ge. C. Observation en microcoscpie à fluorescence de bactéries 
exprimant Rv3269mT et Rv1488mV. Le coefficient de Pearson (r, en rouge) calculé pour 
i age e  de 0,35. D. C efficie  de Pea  e  ( ig e ge) b e   de de 756 
cellules de M. smegmatis '2 portant le plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-Rv1488mV. 
Chaque point représente une cellule.  
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2. Les microdomaines contenant Rv3269 et CtpC sont indépendants de la 
flotilline Rv1488 
 
La co-localisation de Rv3269 et de CtpC dans des foyers membranaires suggère une 
organisation en microdomaines membranaires fonctionnels (MMF). Une première question qui 
e  e e  de a i  i e eg e e  e  a ch  de R 3269 e  C C e  d e da  de 
la flotilline.  
 
Une recherche par BLAST avec les séquences des flotillines FloA et FloT de B. subtilis 
ide ifie a c e i e i i ai e  F A, i chez Mtb ni chez M. smegmatis. En revanche, 
e eche che a ec a e ce de F T ide ifie e i e e a  27% d ide i  a ec 
FloT, sur un segment de 92 acides aminés chez Mtb. Cette protéine, Rv1488, fait 381 acides 
aminés et elle est de fonction inconnue. Elle porte un segment transmembranaire hypothétique 
dans sa région N- e i a e, i i e e ai  d ad e  e gie d  e e e 
FLoT, et plusieurs répétitions de motifs EA ou AEA dans ce qui serait son domaine 
cytoplasmique. Rv1488 a donc des caractéristiques typiques de flotilline, et sa forte similarité 
avec FloT en fait le meilleur candidat pour être une flotilline de Mtb. Une recherche dans la 
base de données Pfam (https://pfam.xfam.org/) identifie deux protéines de Mtb qui portent un 
motif PHB : R 1488, e f a  h h e e c e  bie  e f i i e, e  R 3090, e 
protéine membranaire de 295 acides aminés et de fonction inconnue. Rv3090 présente deux 
segments transmembranaires dans sa partie N-terminale, ce qui serait atypique pour une 
f i i e, ai  e e e a  ai e  de  if  AE e   a e d i f a i   a i  i 
c e   a  e i e de e f i i e che  M b.  
 
Nous avons, dans un premier temps, déterminé la localisation de la flotilline probable Rv1488. 
N  a  d ab d e ac  e  e ce  de Rv3269mT-ctpC par celle de Rv1488 sur le 
plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-ctpCmV, générant Rv1488mV, une protéine reportrice 
fluoresçant en jaune, exprimée sous le contrôle du promoteur PRv3269. Une analyse en western-
b  a  d ab d  e a i e R 1488mV est retrouvée dans les fractions cw et 
mb (Figure 41A), de manière analogue à ce qui avait été observé pour Rv3269 (Figure 32A). 
La localisation membranaire a également été observée par microscopie à fluorescence, où 
Rv1488mV forme des patchs membranaires dynamiques, là encore de manière analogue à 
Rv3269. 
 
La e i  i a e ai  de a i  i e  a ch  de f e ce ce f  a  R 1488 d e 
pa  e  R 3269/C C d a e a   ide i e . P  d e  ce e e i ,  a  









Figure 42. Le mutant Rv1488-KO e  a  sensible au zinc.  
A. Sch a i a i  (ga che) e  ifica i   ge  d aga e (d i e) de a d i  d  g e 
Rv1488. A ifica i  d  f ag e  a age de 2,4 kb ( i e 1), e  d  f ag e  de 1,4 kb 
pour une délétion du gène Rv1488 (piste 2). Le fragment de 1,4 kb a été vérifié par 
e age. La d i  a ga e e   c fi e a  ab e ce d a ifica i  e  PCR e  
i i a  e a ce i e e h b ida  da  e f ag e   d e . U  f ag e  a age de 
1,05 kb e  d i  ( i e 3) a  a c e a ifica i  e  b e e a ec ADN de a 
souche mutante (piste 4). 
B. La souche H37Rv sauvage (WT) et la souche mutée H37Rv 'Rv1488::dif6 ont été cultivées 
en absence ou en présence de 100 et 250 µM de ZnSO4. La croissance a été suivie au cours 




fusionnés respectivement aux protéines fluorescentes reportrices mTurquoise2, mVenus et 
Che . L b e a i  e  ic c ie  f e ce ce d e che de M b a  ce 
plasmide a montré des patchs de chacune des trois couleurs, avec une co-localisation de 
Rv3269mT (bleu) et CtpCmV (jaune) mais des patchs rouges formés par Rv1488mCherry ne co-
ca i a  a  a ec e  de  a e , e  i e b e  e e c e e e e  
(Figure 41B). La f e ce ce ge a  a  i a e  e localisation précise, car la 
g e  d de da  e ge d e  ig a  i  bie  ,  a  c i   
autre plasmide, pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-Rv1488mV, e i a  e de  i e  
reportrices fluorescentes. Les images obtenues par microscopie à fluorescence ont montré 
que les deux protéines donnent des patchs fluorescents, mais sans superposition, confirmant 
ab e ce de c -localisation entre la probable flotilline Rv1488 et Rv3269 (Figure 41C). Le test 
de Pearson automatisé utilisé c de e  a e i  d a a e  756 bac ie , d a   
coefficient de Pearson moyen de 0,43 montrant que Rv3269-CtpC ne co-localisent pas avec 
Rv1488 (Figure 41D). 
 
Parallèlement, nous avons inactivé le gène Rv1488 dans le chromosome de la souche H37Rv 
de Mtb, générant la mutation non marquée 'Rv1488::dif6 (Figure 42A). Un test de sensibilité 
a  i c a  a i  a ec ce a , e  i  e   a i i a  a  i c e a che 
sauvage (Figure 42B), d a  e, c ai e e   ab e ce de la protéine Rv3269, 
ab e ce de a f i i e h h i e R 1488 a a  d i ac  e ab e  efficaci  de 
eff  d  i c a  a P-ATPase CtpC.  
 
Ce  a   e i  d affi e  e a ca i a i  e  ac i i  de R 3269-CtpC sont 
i d e da e  de a f i i e de M b R 1488. A   de ga i a i  de R 3269, a e a  
celle des protéines flotillines bactériennes (petites protéines, liaison membranaire, répétitions 
de motifs AE), nous pensons avoir découvert un nouveau type de métallochaperon jouant le 
e de i e "d' chafa dage", che  M b afi  d a e b e  de  ic d ai e  
e b a ai e  d di   h a ie de  a . Da   de ie  cha i e de c c i  
et perspectives, nous allons discuter de nos résultats, et décrire quelques expériences, dont 








DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
 
Essentiels à tous les organismes vivants, les métaux de transition sont aussi toxiques en trop 
forte concentration. Les organismes doivent ainsi réguler de manière fine et efficace à la fois 
i f  e  eff  de  a   e  ie. E e  de i i  i i e e, i i a i  
du flux métallique par les cellules immunitaires est une stratégie microbicide élaborée visant 
à restreindre la biodisponibilité des métaux pour empêcher la multiplication des pathogènes. 
Depuis les années 2010, mon équi e d acc ei  a c ib   a i e e  ide ce d e a e 
modalité bactéricide utilisant les métaux de transition, tels que le zinc ou le cuivre, que les 
ce e  hag c ai e  acc e  da  e  ic e  d e d c e  i i e  e  
pathogènes. Afi  de i e   e i e e  a  e  a , diff e  ca i e  
a a  a i a ce de  bac ie    i  e  ace a  c  de i , d  e i 
de e  d eff  e e a  de ai e i  e c ce a i  e  a   i e da  le 
cytoplasme. Mes travaux de thèse ont montré que la pompe à efflux CtpC a besoin pour 
c f e  a i a ce a  i c de a e ce d e e i e i e, R 3269, e    
que cette protéine pourrait avoir deux fonctions complémentaires, comme métallochaperon, 
pouvant présenter le zinc à la P-ATPa e C C, e  c e i e d chafa dage, e a  de 
noyau e /  d aide a  e ie e  i e  a e b age de a ef e  de i e e  
charge des métaux. 
 
 
1. CtpC, une pompe à efflux du zinc ? 
 
Chez M. tuberculosis, le rôle de la P-ATPase CtpC a été controversé. Par des approches de 
génétique et de complémentation phénotypique, notre groupe a montré que CtpC était 
nécessaire à Mtb pour résister aux fortes concentrations en zinc dans le milieu de culture ou 
au sein des macrophages (Botella et al., 2011). Cependant, les travaux de Padilla-Benavides 
et coll. ont contesté cette conclusion (Padilla-Benavides, Long, et al., 2013). En analysant sa 
e ce e  acide  a i , e  a e    e C C e  a ic i e e  e e e 
possède pas tous les attributs considérés comme caractéristiques des Zn-P1B-2-ATPases. De 
, de  e  d ac i i  ATPa i e de C C, effec  a ec e i e ifi e,   
que le manganèse produisait une plus forte activité que le zinc. Enfin, si une mutation 
i ac i a  C C e dai  bie  M b e ib e a  i c, i ac i a i  d  gène homologue de ctpC 
chez M. smegmatis (MSMEG_6058) a ai  a  ce  effe . L e e b e de e  b e a i  






au zinc serait une conséquence de la sensibilité au stress oxydant observée chez le mutant 
délété de ctpC. Toutefois, il faut noter que les activités ATPasiques, et donc les efficacités de 
transport enregistrées au cours de ce travail sont étonnamment faibles pour une P-ATPase. 
En effet les résultats proposent une cinétique de transport par CtpC de 1,2 Mn2+/min, et 0,4 
Zn2+/min ; e  c a ai , ATPa e Z A d E. coli transporte environ 20 Zn2+/min (Mitra & 
Sharma, 2001), e  ATPa e C A de Thermotoga maritima a e j  143 C +/min 
(Hatori et al., 2008). En outre, nos observations pourraient expliquer certaines différences 
entre les résultats de Padilla-Benavides et coll. et les nôtres. Leurs résultats obtenus chez 
M. smegmatis sont expliqués par nos données (Figure 28), car MSMEG_6059-6058 e  a  
impliqué dans la résistance au zinc. De plus, les tests de sensibilité du simple mutant 
'Rv3269::dif4 et chez M. smegmatis   e C C e e e  a  ca ab e de 
restaurer le phénotype de résistance au zinc (Figures 25 et 28). Or la protéine CtpC purifiée 
par Padilla-Benavides et coll. a été produite chez E. coli e  ab e ce de R 3269, e  ac i i  
ATPa i e e  d c e e  C C e e. Afi  d ide ifie  a  a big  e substrat de 
CtpC, les deux protéines devraient être co-exprimées et co-purifiées et les activités 
ATPa i e  de aie  e e e  e  e ce de R 3269. Ma g  ab e ce de ce e 
e e di ec e,  e  e e e b e de  a  e  e  acc d a ec h h e 
que CtpC est bien une P-ATPase à zinc, mais avec un fonctionnement spécifique, lié à 
ab e ce de  if  ca i e  de  P-ATPAses à zinc. Outre le fait que le mutant 'ctpC (i) 
accumule du zinc et, (ii) soit sensible à de fortes concentra i  e  i c, e e i  de C C 
est spécifiquement induite par le zinc, non seulement chez Mtb (Botella et al. 2011), mais aussi 
chez M. smegmatis (Figure 27E). L e e i  de  de  i e  R 3269 e  C C che   
mutant de M. smegmatis sensible au zinc permet de restaurer la résistance au métal (Figure 
28). De plus, nous avons mis en évidence un domaine de liaison du métal situé dans la partie 
C-terminale de Rv3269 et les analyses biochimiques de ce motif DLHDHDH ont démontré que 
e i c e   fixer, mais pas le manganèse (Figure 30A).  
 
 
2. Transport du zinc par CtpC ; Rv3269, un métallochaperon à zinc présumé 
 
Nous avons établi, à la fois chez Mtb par des mutations perte de fonction et chez M. smegmatis 
par gain de fonction, que Rv3269 est nécessaire pour assurer la résistance au zinc, mais quel 
e   ca i e d ac i  ? 
 
Plusieurs ATPases à cuivre fonctionnent avec des métallochaperons, dont les gènes sont en 
opéron avec ceux des P-ATPases. Leur fonction de protéines métallochaperons, pour la 






Pa  e e e, ac i i  ATPa i e de a C -ATPa e C A d A. fulgidus est significativement 
plus élevée lorsque CopZ, la métallochaperon associée, est présente (González-Guerrero & 
Argüello, 2008). 
 
De manière intéressante, un métallochaperon atypique, CupA, a été identifié par Fu et coll. 
chez S. pneumoniae. CupA possède dans sa partie N- e i a e  d ai e d a c age  a 
membrane. La délétion de ce motif rend la bactérie incapable de résister au cuivre, démontrant 
un rôle important de la localisation membranaire. De manière comparable, Rv3269 possède 
un domaine de liaison à la membrane du côté N-terminal, et sa délétion abolit complètement 
la résistance au zinc (Figure 34). Sans ce domaine, la localisation membranaire de Rv3269 
est perdue et la protéine produite Rv3269('TM) semble être déstabilisée dans le cytoplasme. 
Ce  a  gg e  e i e ce d  ea  e de a cha e  a c  a  
membranes. Il serait intéressant de fusionner SpCupA et SpCopA à des molécules 
f e ce e  e  d a e  i e e  c -localisent, comme le font Rv3269 et CtpC. En outre, la 
production du domaine soluble de SpCupA et du domaine N-terminal de liaison au métal 
(MBD) de CopA (CopAMBD) a permis de mettre en évidence le transfert de cuivre entre ces 
deux fragments protéiques. Une suite nécessaire à notre travail sera de e e  i  e  e  de 
même pour Rv3269 et CtpC. Cependant il est important de noter que Rv3269 et ses 
homologues (voir ci-dessous, paragraphe 5) sont fondamentalement différentes de tous les 
métallochaperons identifiés à ce jour. En effet, ces métallochaperons (à cuivre) ont des 
structures de type ferredoxin, alors que Rv3269 et ses homologues possèdent une hélice 
alpha transmembranaire et une partie cytoplasmique prédite pour être intrinsèquement 
déstructurée. 
 
Le rôle des domaines de liaison aux métaux des P1B-ATPases est un sujet encore ouvert. 
P ie  de    e a e e de ce  d ai e  e  e e ab e  d e 
di i i  de ac i i  de a P-ATPa e ai  i  e  a  e e ie  pour cette activité. 
Ils auraient des fonctions rég a ice  de ATPa e (Gourdon et al., 2011; A. T. Smith et al., 
2014). Chez A. fulgidus, la délétion du MBD de CopA a permis de suggérer un transfert du 
cuivre du métallochaperon CopZ directement au site de liaison du métal situé dans le site 














Figure 43. Le domaine N-terminal de liaison du métal est nécessaire à CtpC pour 
conférer la résistance au zinc.  
Les souches indiquées ont été cultivées en absence ou en présence de 100 µM de ZnSO4. La 







CtpC possède un domaine N-terminal atypique par rapport à ceux des Cu- et Zn-ATPases. 
Afin de tester le rôle de ce domaine ; la délétion des acides aminés 2 à 85 de CtpC a été 
réalisée sur le plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269-ctpC, formant le plasmide pGMCS-PRv3269-
Rv3269-('MBD)ctpC. Les tests de complémentation de la souche H37Rv '(Rv3269-
ctpC)::zeoR ont montré que le domaine N-terminal est requis pour conférer la résistance au 
zinc chez Mtb (Figure 43). Ce résultat suggère que ce domaine pourrait être un MBD atypique 
servant de relais entre le métallochaperon Rv3269 et le site catalytique du transport du métal 
à travers CtpC.  
Pour tester cette hypothèse, nous envisageons de produire le domaine N-terminal de CtpC 
ainsi que la partie soluble de Rv3269 (SOLRv3269) afi  de e e  a  dia e  i ib e e  
par des approches de RMN la fixation du zinc sur le domaine N-terminal de CtpC et un 
e e  a fe  d i  i c e e e  de  i e . Le d ai e N-terminal de CtpC ne 
porte pas de motif CXXC classique des MBD mais une seule cystéine (C22) i ie d  acide 
aspartique (D23) qui pourraient coordonner un métal avec une histidine (H44) située plus loin 
dans la séquence. Des substitutions de chacun de ces acides aminés seront construites et 
leur effet sera testé sur le fonctionnement de CtpC. Ces substitutions seront aussi introduites 
sur les protéines purifiées afin de les soumettre aux mêmes analyses biochimiques que les 





   
 
Figure 44. La mutation des trois motifs EA de Rv3269 déstabilise CtpC et la résistance 
face au zinc chez M. smegmatis. 
A. O ga i a i  ch a i e d e f i i e. La région N-terminale de la flotilline permet 
a c age (d ai e MAD) e  i e ac i  (d ai e PHB) a  i ide  de  MMF. La gi  C-
e i a e e  e ab e de ig i a i  de a f i i e. Le  i i  d a a i e e  
d acide g a i e (EA) sont représentées en vert (d'après García-Fernández et al., 2017).    
B. Rv3269 possède trois répétitions de motif EA (en orange). Les acides glutamiques E 
substitués sont indiqués : 55EÆA, 59EÆV, 71EÆA. C. Tests de sensibilité au zinc des souches 
mc2155 sauvage, mc2155 '2 complémentée ou non par les plasmides exprimant Rv3269-ctpC 
ou des variants délétés de toute la région cytoplasmique (Rv32691-29) ou mutés pour les acides 
glutamiques des motifs EA. D. Valeurs de Ct pour les amplifications obtenues par RT-qPCR 
avec des amorces spécifiques des gènes Rv3269, ctpC et sigA (gène de ménage) dans la 
souche M. smegmatis '2. Cha e i  e e e  ica de e ie ce.  
E. Analyse en western-blot de CtpC et Rv3269 native ou substituée. Rv3269 et CtpC sont 
respectivement marquées avec les étiquettes Flag et His (à gauche), ou fusionnées aux 
protéines mTurquoise2 et mVenus (à droite).  
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3. Rv3269, une protéine d chafa dage organisant des MMF au niveau de la 
membrane 
 
Rv3269 partage avec les flotillines une organisation générale commune, avec une région 
transmembranaire N- e i a e, i ie d e gi  e e e  e c a e, i ai  
i e agi  a ec d a e  i e   e  eg e  e  c e  a  ein de MMF (Figure 44A). 
N  a  c i  e d i  de e a a ie c a i e de R 3269, e i a  
que la région transmembranaire (Rv32691-29). Cette délétion entraine une perte de la capacité 
à résister au zinc (Figure 44C), démontrant que la partie cytoplasmique de Rv3269 est 
i di e ab e  e eff  d  i c f c i e. U e a e i  a ag e a ec e  
flotillines est la présence de motifs répétés EA et AEA dans la queue intracytoplasmique 
(Figure 44A et B). Afin de tester le rôle de ces motifs pour Rv3269, nous avons construit des 
a ia  e  b i a  e  acide  g a i e  d  e   bie  de  3 if  EA de Rv3269 
(les résidus glutamiques E des positions 55, 59 et 71 ont été changés respectivement en 
a a i e A, a i e V e  a a i e A) e  e  effe  de ce  b i i   a i a ce a  i c 
dans la souche de M. smegmatis '2. Le cha ge e  d  e  id  E a  a c e 
différence de sensibilité. Cependant, la substitution des trois E à la fois abolit complètement 
le phénotype de résistance au zinc (Figure 44C), e  ce a g   i ea  d e e i  de  
ARNm de Rv3269 muté et de ctpC (Figure 44D) et des protéines Rv3269 triple substituées 
(Figure 44E) comparables à ceux observés pour les allèles sauvages. En revanche, lorsque 
e  i  E de R 3269  difi , a a e e  e e -blot montre une disparition de CtpC 
au niveau des membranes, que ce soit pour la forme CtpCHis ou pour CtpCmV (Figure 44D). 
Les motifs répétés EA de Rv3269 semblent donc indispensables pour que CtpC soit stable 
da  a e b a e. Ceci ai  e i e  i e  if  EA de Rv3269 étaient impliqués dans 
une interaction physique avec CtpC nécessaire pour son intégration au niveau membranaire. 
Une autre possibilité serait que la protéine CtpC puisse atteindre sa localisation membranaire, 
mais soit rapidement dégradée, sauf si une interaction Rv3269/CtpC la stabilisait en assurant 
son agrégation dans les MMF. Ces observations renforcent la conclusion que Rv3269 pourrait 
être une protéine d échafaudage, recrutant CtpC au sein de clusters. Des expériences de 
bi chi ie a  i e ac i  h i e e e e  c e  de R 3269, i f e aie  de  
c e e  i i e  e  a i i e ac i  e e R 3269 e  C C  ce ai e   
confirmer notre modèle. Nos premiers essais de co- ci i a i   as été concluants, et 
il faudra optimiser ces expériences, notamment en faisant agir un agent pontant sur les 
fractions membranaires contenant Rv3269 et CtpC avant la précipitation. Les interactions 
entre métallochaperons et P-ATPases sont des phénomènes cycliques et transitoires pouvant 
être difficile à mettre en évidence in vitro. De nouvelles approches basées sur la reconstitution 




Figure 45. Rv0968 et Rv1993c co-localisent avec Rv3269. 
A. Schéma de ga i a i  de   Rv3269-ctpC, cmtR-Rv1993c-ctpG et csoR-Rv0968-
ctpV. B. Alignement des protéines Rv3269, Rv1993c et Rv0968. C. Les plasmides représentés 
(gauche) ont été installé dans la souche M. smegmatis '2. Les bactéries ont été fixées par de 
la PFA (4%) puis visualisées par microscopie à fluorescence. Le coefficient de Pearson (r, en 
ge) e  ca c  a  a ica i  d  gi  JAC P  e e b e de i age. Eche e = 2 
Pm. D. Coefficients de Pearson e  ( ig e ge) b e   de de 346 (R 3269-
Rv0968) et 449 (Rv3269-Rv0968) cellules de M. smegmatis '2 exprimant les protéines 




e i  de e e e  ide ce i e ac i  de i e  e b a ai e  in cellulo (T. Y. Liu et 
al., 2018). L a e b age de a GFP e  i e ib e e  c f e  ce e ech gie a a age 
de mettre en évidence de faibles interactions ou événements transitoires (Cabantous et al., 
2013). De cette manière, la détection de la GFP dans les mycobactéries M. tuberculosis et 
M. smegmatis, exprimant les protéines Rv3269 et CtpC fusionnées à des fragments de la 
GFP, sera effectuée. 
Une autre technologie, la microscopie corrélative, alliant la microscopie optique et la 
microscopie électronique permettra une visualisation plus fine de la collocalisation des 
protéines Rv3269 et CtpC ainsi que leur mise en relation avec la structure des membranes 
(obtenue par microscopie électronique).  
 
Le  i e  d chafa dage e e  e e  f i i e  g e  de  c e e  i i e . 
La substitution des motifs EA perturbe cette propriété (García-Fernández et al., 2017). Des 
expériences de migration des protéines Rv3269 en conditions natives (Blue Native-PAGE) 
seront réalisées afin de mettre en évidence la formation de complexes multiprotéiques de 
grande taille dans la membrane plasmique. Dans cette optique et par comparaison avec la 
protéine sauvage, nous pensons que le variant Rv3269(3EA) montrera une perturbation dans 
la formation de complexes de haut poids moléculaire.  
 
 
4. De  c d a e  d d   h a e de  a  ga  a  e  
des protéines échafaudage ? 
 
Mtb possède un grand nombre de P-ATPa e  e  i  d e e e e   a ci e   de  e i e  
protéines, dont le gène est en opéron avec la P-ATPase : Rv3269-ctpC, Rv1993c-ctpG et 
Rv0968-ctpV (Figure 45A). L a ig e e  de  e ce  de R 3269, R 1993c e  R 0968 
montre que les motifs répétés EA da  a a ie c a i e ai i  d ai e de iai  
à la membrane dans la partie N-terminale sont conservés dans ces trois métallochaperons 
(Figure 45B).  
Une question qui se pose dans le cadre du modèle que nous proposons est de savoir 1) si les 
i e  R 1993c e  R 0968 f e  a i de  c e  da  a e b a e, e  2) i c e  e 
cas, est-ce que ces clusters sont distincts de ceux de Rv3269 ?  
 
Pour répondre à ces questions, nous avons installé sur le plasmide pGMCS-PRv3269-Rv3269mT-
ctpCmV les gènes Rv0968 ou Rv1993c à la place de ctpC. Les plasmides obtenus expriment 
ainsi des rapporteurs fluorescents permettant de visualiser Rv3269 et Rv0968 ou Rv1993c 






Rv1993c et Rv0968 co-localisent avec Rv3269, avec des coefficients de Pearson calculés 
pour la co-localisation entre Rv3269-Rv1993c (449 cellules) et Rv3269-Rv0968 (346 cellules) 
respectivement de 0,85 et 0,96 (Figure 45D). Ces résultats montrent que les trois protéines 
localisent dans les mêmes patchs membranaires. Les co-localisations de Rv1993c et CtpG 
ainsi que Rv0968 et CtpV devront être vérifiées. Nous envisageons également de regarder les 
localisations entre CtpC, CtpG et CtpV, et, en accord avec nos premiers résultats, nous 
espérons montrer que ces systèmes de résistance aux métaux sont rassemblés dans des 
ic d ai e  e b a ai e  c  d di   h a ie de  a . 
Les systèmes de microscopie à fluorescence à champ large ne pourront pas offrir de 
ca i a i  de  i e   de  i   e e . De , de de a d a i e de 
ces protéines devra être effectuée de manière rigoureuse par des analyses de biophysique. 
De ce fai , i i a i  de ech gie  de i e e  ic copie seront nécessaires. Par 
exemple, les méthodes de super-résolution en microscopie comme le 3D-PALM (photo-
activated localization microscopy) offriront une résolution nettement supérieure (Altinoglu et 
al., 2019; Foo et al., 2015). De plus, la dynamique de Rv3269 pourra être abordée grâce à la 
méthode sptPALM, définie par la combinaison du suivi de molécules uniques (spt, single 
particle tracking) et du PALM (Kapanidis et al., 2018). Plusieurs paramètres physiques 
pourront être déterminés comme la vélocité, les coefficients de diffusion, le regroupement des 
protéines au niveau des membranes. 
Le plasmide exprimant Rv3269Flag est e  c  d i a a i  da  M. tuberculosis. Avec cette 
che,  e i age  de d fi i  i e ac e de R 3269 a  de  a a e  d i -
précipitation et de spectrométrie de masse ; nous devrions retrouver CtpC et, dans le modèle 
, d a e  tallochaperons et P-ATPases. 
La composition en lipides des MMF dépendants des flotillines est particulière. Ceci leur confère 
une propriété de résistance face au détergent Triton X-100 et est utilisée pour leur purification. 
Les patchs membranaires retrouvés avec Rv3269 et CtpC sont distincts des MMF dépendants 
de Rv1488, de ce fait leur composition moléculaire pourrait être bien différente. 
L e i e e  i idi e da  e e  e f e  ce  a ef e  d eff  a i e a 
e i a i  a  i isation de colorants membranaires fluorescents évaluant la fluidité des 
membranes (Wenzel et al., 2018). De  e ie ce  de i id i e  e e  d ide ifie  
les lipides en interaction avec Rv3269 et/ou CtpC. La purification des fractions membranaires 
résistantes aux détergents (DRM) sera également effectuée et nous regarderons si Rv3269 et 























5. La  de MMF d d   h a e des métaux, un concept 
généralisable ?  
 
T  d ab d, a a e in silico de Rv3269 a mis en évidence que cette dernière contient un 
domaine de fonction inconnu DUF1490 (DUF, domain of unknown function). Les protéines 
contenant ce domaine sont prédites pour porter un domaine transmembranaire du côté N-
terminal, une hélice cytoplasmique contenant fréquemment des motifs Glu-Ala (EA) et Ala-
Glu-Ala (AEA), et une région intrinsèquement désordonnée à l'extrémité C-terminale. Le 
domaine DUF1490 est retrouvé chez des actinobactéries, et principalement chez les 
mycobactéries. Par analogie avec Rv3269, Rv1993c et Rv0968, nous pensons que ce 
domaine caractérise des protéines de type échafaudage. Nous nous sommes demandé si de 
telles protéines étaient restreintes aux actinobactéries, ou généralisable à une plus large 
ga e d e ce  bac ie e . U e eche che a  BLAST a   e e e  
en amont de gènes codant des P-ATPases des petits gènes codant de protéines faiblement 
similaires à Rv3269. Les P-ATPases concernées sont principalement, mais pas 
exclusivement, des membres de la sous famille P1B6. On retrouve ces associations de 
protéines « DUF1490 »-like / P-ATPase chez les actinobactéries dont les mycobactéries, mais 
ga e e  da  d a e  ge e bac riens, tels que les phyla des firmicutes, des 
protéobactéries et même chez les archées (Figure 46). Ces observations ouvrent de nouveaux 
cha  d i e iga i   e e  e  f c i  e  ca i a i  de  c e  de i e  
identifiées ici.  
 
Finalement, nous proposons un nouveau concept dans le domaine de la métallobiologie 
bactérienne qui définit une nouvelle famille de petites protéines associées aux P-ATPases et 
qui seraient impliquées à la fois dans : (i) la liaison du métal et éventuellement le transfert du 
métal à leur P-ATPase associée, ce qui à notre connaissance n'a jamais été rapporté pour le 
zinc, et (ii) la stabilisation de la P-ATPase au sein de "plateformes d'efflux métallique" de type 
MMF, grâce à une fonction de protéine « échafaudage ». Le criblage et le développement de 
drogues ciblant ces petites protéines, uniquement retrouvées chez les procaryotes, pourrait 
être envisagé afin de fournir de nouvelles armes de lutte contre les maladies infectieuses et 
notamment, en combinaison avec les antibiotiques actuellement disponibles, une stratégie 

















Les souches sauvages de Mycobacterium smegmatis mc²155 (ATCC700084) et 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC27294) et les mutants qui en sont dérivés ont été 
cultivés en aérobiose, à 37°C dans du milieu Middlebrook 7H9 (Difco) supplémenté par 10% 
d a b i e- dextrose-catalase (ADC, Difco) et 0,05% de Tween 80 (Sigma-Aldrich) ou sur du 
milieu solide Middlebrook 7H11 (Difc ) e  a ec 10% d acide i e-albumine-
dextrose-ca a a e (OADC, Difc ). L e c e  ce ai e, de a e ci e (25 g/ L), 
de h g ci e (50 g/ L)  de a ci e (25 g/ L)   aj e   a c e. T e  
les expérimentations utilisant M. tuberculosis ont été réalisées dans un laboratoire de niveau 
de c i  bi gi e 3. La che S e a  d Escherichia coli (Takara) a été cultivée en 
aérobiose à 37°C en milieu LB (Difco) ou sur milieu solide LA (Difco), en présence de 
streptomycine (25 µg/mL).  
 
 
Construction de mutants chez M. smegmatis et M. tuberculosis 
La construction de mutations chez les mycobactéries a été réalisée selon la technique 
d cha ge a i e a  recombineering (van Kessel & Hatfull, 2007) avec les aménagements 
décrits dans le chapitre 1 des résultats. Des mutations marquées (zéocineR) ont été construites 
a  i e i  d e ca e e de i a ce  a ci e (Jamet et al., 2015) en remplacement 
d  eg e  d ADN d . De  a i   marquées ont été construites par insertion de 
la même cassette flanquée de répétitions directes de site dif e e a  e ci i  a e 





L i d c i  de a i   e  a ide  ec bi a  e  a i e a  a ifica i  e  
PCR (Phusion High-Fidelity PCR Master Mix, Thermo Scientific) avec des couples 
d ig c ide  i d i a  a a i  e   che a che e  de 15 c ide   a 
b d e de a a i   i d i e. Le ec e  i ai e a ifi  e  ifi   ge  d aga e et 
circularisé par traitement avec le kit In-Fusion HD Cloning (Takara) avant transformation de la 
souche Stellar d E. coli, selon les préconisations du fournisseur. Les plasmides extraits, des 
clones streptomycineR sont systématiquement vérifiés par séquençage. 
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Tableau 4. Souches et mutants 
Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv sauvage (WT) 
H37Rv '(Rv3269-ctpC)::zeoR 




MC2 155 sauvage (WT) 
MC2 155 'MSMEG_0755::dif4 
MC2 155 'MSMEG_6059-6058::dif5 





Les plasmides sont installés dans les souches de mycobactéries par éléctroporation, selon les 
protocoles décrits par (van Kessel & Hatfull, 2007). 
 
 
Construction de plasmides recombinants 
Le plasmide pGMCS-P1-mCherry-PRv3269-GFP a été construit par la technique de Gateway 
multi-site (Schnappinger & Ehrt, 2014). U  f ag e  d ADN a  e e  PRv3269 a été 
a ifi   a i  d ADN ch i e de H37R  e  i i a  e  ig c ide  B2-
PRv3269-Fw/PRv3269-GFP-Rev. Un second fragment portant la séquence du gène codant la 
GFP a été amplifié en utilisant les oligonucléotides PRv3269-GFP-Fw/B3-GFP-Rev et le 
plasmide pLAM12::GFP (Carel et al., 2014) c e a ice. Ce  f ag e  d ADN   
fusionnés par une réaction de PCR avec les deux fragments comme matrice et les 
oligonucléotides externes B2-PRv3269-Fw/B3-GFP-Rev. Le fragment obtenu est flanqué de 
sites de recombinaison attB2/attB3 et il a été inséré dans le vecteur pDO23A par une réaction 
de « BP cloning », selon les préconisations du fournisseur (Lifetechnologies), générant le 
plasmide pEN23A-PRv3269-GFP. Finalement, pGMCS-mCherry-PRv3269-GFP a été construit par 
une réaction de « LR cloning », selon les préconisations du fournisseur (Lifetechnologies), 
utilisant le plasmide pDE43-MCS comme vecteur de destination, et les plasmides pEN41A-
P1-mCherry (Ariyachaokun et al., 2020), pEN12A-0x et pEN23A-PRv3269-GFP comme 
a ide  d e e. 
Le plasmide pEN23A-PRv3269-Rv3269 a été construit par une réaction de « BP cloning » 
i i a  e ec e  DO23A e   f ag e  d ADN a ifi   a i  d ADN ch i e de 
H37Rv avec les oligonucléotides B2-PRv3269-Fw/B3-Rv3269-Rev. Le plasmide pGMCS-
PRv3269-Rv3269 a été construit par une réaction de « LR cloning » utilisant le plasmide pDE43-
MCS comme vecteur de destination, et les plasmides pEN41A-0x, pEN12A0x et pEN23A-
PRv3269-Rv3269 c e a ide  d e e. 
Le plasmide pEN23A-PRv3269-Rv3269-ctpC a été construit par une réaction de « BP cloning » 
i i a  e ec e  DO23A e   f ag e  d ADN a ifi   a i  d ADN ch i e de 
H37Rv avec les oligonucléotides B2-PRv3269-Fw/B3-ctpC-Rev. Le plasmide pGMCS-PRv3269-
Rv3269-ctpC a été construit par une réaction de « LR cloning » utilisant le plasmide pDE43-
MCS comme vecteur de destination, et les plasmides pEN41A-0x, pEN12A-0x et pEN23A-





Tableau 5. Oligonucléotides utilisés pour les RT-qPCR.  
Gène Nom S e ce 5  Æ 3  
Rv3269 
RT 3269 Fw TGGCGATACAAGTGTTCTTGGCG 
RT 3269 Rv ACGTCGGCCACCTTTAGGCGG 
ctpC 
RT ctpC Fw TCACCATTTTCACCGGGTAT 
RT ctpC Rv GATGTTGAGCAACCACAGGA 
SMEG_6059 
RT 6059 Fw1 ATGGTGTGGCATGGACTTCT 
RT 6059 Rv1 CTTCCTCACCTATGCGTTCG 
SMEG_6058 
RT 6058 Fw2 CGACGATAATCACCGGCTAC 
RT 6058 Rv2 CTGGAGGTACTCGCCAATGT 
RpoB 
RT RpoB Fw TCGTTCTCTGACCCTCGTTTC 
RT RpoB Rv ACGTGCCCTTCTCGGTCATCA 
sigA 
RT sigA_2F AAGACACCGACCTGGAACTC 





Test de sensibilité au Zinc 
Des cultures des souches mutantes et recombinantes de M. tuberculosis en milieu 7H9 ADC 
Tween 80 ont été diluées à une densité optique (DO) finale de 0,01 (correspondant à 0,1 McF) 
dans 3,5mL du même milieu supplémenté ou non par du ZnSO4 (de 0 à 250 µM) dans des 
tubes en verre à bouchon à vis. Les tubes ont été incubés sans agitation à 37°C et la densité 
cellulaire est suivie au cours du temps (densimètre MacFarland).  
Des cultures des souches mutantes et recombinantes de M. smegmatis en milieu 7H9 ADC 
Tween 80 ont été diluées à une DO finale de 0,02 dans 2 mL de culture. Les cultures ont été 
i c b e  a ec agi a i   37 C e  a DO a  e e a  de 24 h d i c ba i . 
 
Des tests de survie en présence de i c  a i  a i  a ec,  , aj  de 500 M 
de ZnSO4 à la culture. 100 PL des cultures ont été prélevés, dilués puis étalés sur milieu solide 
7H11 OADC a  0, 7  14 j  d i c ba i . Le  CFU  (colony forming units) ont été 
d b e  a  21 j  d i c ba i .  
 
 
E ac  d ARN e  RT-qPCR 
Les ARN ont été extraits à partir de cultures de mycobactéries à une DO600nm de 0,8. Le Kit 
RNeasy (Qiagen) a été utilisé, avec quelques modifications du protocole. Des cultures de 
20 mL sont centrifugées 10 min à 4000 rpm, puis le culot est repris dans 750 µL de tampon 
de e RTL c e a  0,1 % de -mercaptoéthanol. Des billes de verre (0,1 µm de diamètre) 
ont été ajoutées aux cellules. Les tubes ont été agités au « bead-beater » 4 cycles de 1 min, 
à puissance maximale. Une centrifugation de 2 min à 14000 rpm permet de récupérer le 
agea . U  e d ha ol absolu a été ajouté au lysat bactérien, puis les ARN ont été 
extraits en suivant la procédure du kit. Les ARN ont ensuite été traités à la DNaseI (Turbo 
DNA free kit, Ambion) puis par une transcriptase inverse (M-MLV Reverse Transcriptase, 
Invitrogen ; Ra d  He a e  P i e , The  Scie ific) i e e  d b e i  e  ADNc. 
Les réactions de PCR en temps-réel ont été réalisées avec un mix contenant un intercalant de 
ADN (TB G ee  P e i  E  Ta , T i RNa e H P , Taka a) e  i a  e  ec a da i  
du fabriquant. Un appareil ABI Prism 7500 (7500 Real-Time PCR System, Applied 
Biosystems) a été utilisé pour les réactions de PCR en temps réel, et les données ont été 
a a e   aide d  gicie  7500 2.0.6 (A ied Bi e ). P  e  ARN e ai  de 
cultures de M. tuberculosis, rpoB a été utilisé comme gène de ménage ; pour M. smegmatis, 
sigA a été utilisé. Les valeurs de Ct (Cycle threshold) ont été directement représentées, ou le 







Fractionnement des cultures et western-blot 
Les cultures de mycobactéries utilisées pour les western-blots ont été réalisées en milieux 
7H9 Tween 80, sans ADC. Des cultures de 50 mL ont été centrifugées 10 min à 4000 rpm à 
4°C. Les culots obtenus ont été lavés deux fois avec du Dulbecco Phosphate Saline Buffer 
(DPBS) 1X supplémenté avec des inhibiteurs de protéases (PI) (cOmpleteTM, EDTA-free 
protease inhibitor cocktail, Roche). Pour le fractionnement, les bactéries ont été lysées par 
ajout de billes de verre (0,1 µm de diamètre) et agitation au « bead-beater », 4 cycles de 1 
min, à puissance maximale. Le lysat obtenu a été centrifugé 1 min à 13000 rpm à 4°C afin de 
récupérer le surnageant. Une centrifugation de 1 h à 13000 rpm à 4°C permet de récupérer la 
fraction insoluble (cell wall, cw) correspondant au culot. Le surnageant obtenu a été de 
ea  ce if g   d e a-centrifugation de 1 h à 45000 rpm à 4°C (Beckman, Rotor 
TLA 100.4), le surnageant obtenu correspond au cytosol (cyt) et le culot aux membranes 
bactérienne (mb). Les parois ont été reprises avec du SDS 5% et les membranes avec de 
e 6M (adapté de Lucas et al., 2015). 
Les protéines ont été séparées sur des gels de polyacrylamide pré-coulés (NuPAGE 4 to 12%, 
Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Protein Gel, 12-well, Invitrogen), puis transférées sur des membranes 
de nitrocellulose (Trans-Blot Turbo RTA Midi Nitrocellulose Transfer Kit, Bio-Rad)  aide d  
système Trans-Blot Turbo (Bio-rad). Pour les saturer, les membranes sont incubées pendant 
1 h avec de la BSA 3 %. Du Tampon TTBS (0,8% NaCl, 0,6% Tris-Hcl, 0,05% Tween 20, 
DPBS 1X, pH 7,5) a été utilisé pour les différents lavages. Les incubations des membranes 
avec les différents anticorps ont été réalisées 1 h à température ambiante ou 16 h à 4°C.  
Les anticorps utilisés pour la révélation des protéines marquées par les étiquettes Flag, His6 
ou les molécules fluorescentes mTurquoise et mVenus sont :  
- L a ic  a i-Flag (Monoclonal Anti-Flag M2-Peroxidase (HRP), Sigma). Dilution 
utilisée : 1/30000.  
- L a ic  a i-His (6x-His Tag Monoclonal Antibody (HIS.H8), HRP, Thermo Fisher). 
Dilution utilisée : 1/5000. 
- L a ic  a i-eGFP (eGFP Monoclonal Antibody, F56-6A1.2.3, Thermo Fisher), 
di i  i i e: 1/1000, a ci  a ec a ic  ec dai e a i-souris (Goat anti-
Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, Thermo Fisher). Dilution utilisée 1/10000. 
Les révélations se font par détection de la HRP (WesternBright Quantum HRP Substrate for 
CCD, Diag ic )   a a ei  Che iD c (Bi Rad). L e c e  ce ai e, e  
membranes sont déshybridées avec du tampon Glycine 1,5% ; SDS 0,1% ; Tween 20 1% ; 









Microscopie à fluorescence 
A a i  de c e  de c bac ie , de  g e  de 0,7 L  d e   a face d e 
fi e c che de i ie  M9  1 % d aga e (Diaz et al., 2015). Les bactéries sont observées en 
utilisant un microscope à épifluorescence à grand champ Eclipse TI‐E/B avec un objectif à 
contraste de phase (CFI Plan APO LBDA 100X oil NA1.45) et des filtres Semrock YFP (Ex: 
500BP24; DM: 520; Em: 542BP27) ou Cy3 (Ex: 531BP40; DM: 562; Em: 593BP40). Les 
images sont prises avec une caméra Andor Neo SCC-02124, avec une illumination à 80% 
d e ce ed S ec aX (L e c ) e  e  e da  0,2  1 ec de. Le gicie  Ni -
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Metals are essential trace elements for all living organisms yet their accumulation is toxic and 
causes deleterious effects. Immune cells have many mechanisms for the elimination of 
pathogens. In particular, they are capable of manipulating intracellular metal concentrations, 
and can poison them by confining them into specialized cell compartments enriched in metals 
such as copper or zinc. Resistance to intoxication by transition metals has emerged as an 
important virulence feature of bacterial pathogens. In the major human pathogen 
Mycobacterium tuberculosis, resistance to zinc is mediated by the P-type ATPase efflux pump 
CtpC. The ctpC gene is located in operon with Rv3269, a gene encoding a 93-amino acids 
protein of unknown function. The main objective of my thesis focused on the involvement of 
Rv3269 in zinc resistance and its relationship with CtpC. Using molecular genetic and 
biochemical approaches, my thesis work demonstrated that Rv3269 is a novel membrane-
bound zinc-binding protein necessary for zinc resistance in M. tuberculosis. Rv3269 and CtpC 
co-localize in functional membrane microdomains (FMMs) in M. tuberculosis, and Rv3269 
contains motifs typical of prokaryotic flotillin (FloT)-like scaffold proteins that are involved in 
FMM assembly. Genetic disruption of the transmembrane domain, of the zinc-binding domain 
or of the FloT-like motifs in Rv3269 renders M. tuberculosis highly sensitive to zinc. Similar 
Rv3269-ctpC-like tandems are present in the genome of other bacteria. Thus, Rv3269 defines 
an unprecedented class of metallochaperone scaffold-like proteins dedicated to P-ATPase-







Les métaux sont des oligo-éléments essentiels pour tous les organismes vivants, néanmoins 
leur accumulation est toxique et provoque des effets délétères. Les cellules immunitaires sont 
do es de nombre  mo ens po r l limina ion d agen s pa hog nes. Capable de manipuler 
les concentrations métalliques intracellulaires, elles peuvent en particulier les intoxiquer en les 
confinant dans des compartiments cellulaires spécialisés riches en métaux, comme le cuivre 
o  le inc. La r sis ance  l in o ica ion par les métaux de transition est récemment apparue 
comme un des mécanismes importants de la virulence des bactéries pathogènes. Chez 
Mycobacterium tuberculosis, un pathogène majeur responsable de la tuberculose, la 
résistance au zinc est médiée par une pompe à effl , l ATPase de pe P C pC. Le g ne ctpC 
se trouve en opéron avec Rv3269, un gène codant une protéine de 93 acides aminés de 
fonction inconnue. L objec if principal de ma h se s es  concen r  s r l implica ion de R 3269 
dans la résistance au zinc et sa relation avec CtpC. Par des approches de génétique 
moléculaire et biochimie, mes travaux de thèse ont permis de démontrer que Rv3269 est elle 
aussi nécessaire pour la résistance au zinc. Rv3269 contient un motif de fixation du zinc et est 
associée à la membrane cytoplasmique. Rv3269 et CtpC co-localisent dans des 
microdomaines membranaires fonctionnels dynamiques au sein de la membrane de M. 
tuberculosis et Rv3269 présente des motifs typiquement rencontrés chez les flotillines (FloT), 
des protéines organisa rices de microdomaines membranaires che  les bac ries. L anal se 
génétique de Rv3269 a mon r  q e l al ra ion d  domaine ransmembranaire, des mo ifs de 
type FloT ou du domaine de fixation du zinc ont toutes pour conséquence de rendre M. 
tuberculosis sensible au zinc. Deux autres P-ATPases de M. tuberculosis sont aussi associées 
à de petites protéines similaires à Rv3269. Ces petites protéines co-localisent avec Rv3269. 
Une anal se ph log n iq e indiq e q e ce pe d organisa ion es  re ro  che  d autres 
espèces bactériennes. Nous proposons que Rv3269 est le premier exemple décrit d ne 
nouvelle classe de métallochaperons capables d organiser des pla eformes fonc ionnelles 
d di es  l effl  des m a  de ransi ion che  les bac ries. 
